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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
 
 
AJCC   American Joint Committee on Cancer 
ASCO   American Society of Clinical Oncology 
BLAST  Basic Local Alignment Search Tool 
Calm   Calmodulin 
CNV   Copy Number Variation 
CSS   Cancer-specific Survival 
CV   Coefficient of Variation 
DMEM  Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
DSS    Disease Specific Survival 
EGF    Epidermal Growth Factor 
FFPE   Formalin-fixiert Paraffin-eingebettet 
FISH    Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung  
G   Tumor-Grade 
GADPH  Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase 
Gus   b-Glucoronidase 
IHC   Immunhistochemie 
LVI   Lymphovaskuläre Invasion 
M   Metastasierungsstatus 
MIBC   Muscle-Invasive Bladder Cancer 
M-MLV RT  Moloney Murine Leukemia Virus isolierte Reverse Transkriptase 
N   Lymphknotenstatus 
NRG   Neuregulin 
NMIB   Non Muscle-Invasive Bladder Cancer 
pR   pathologischer Resektionsstatus 
pT   pathologischer Tumorstatus 
PBS   phosphatgepufferte Salzlösung 
PD-L1   Programmed Death Ligand 1 
PGK   Phosphoglycerokinase 
PUNLMP   Papilläre Neoplasie mit niedrig malignem Potential 
RFS   rezidivfreies Überleben 
RPMI   Rosswell Park Memorial Institute Medium 
RT-PCR  Reverse-Transkriptase Polymerasekettenreaktion 
TAE   Tris-Acetat-EDTA 
TGFa   Tumor Growth Factor a 
T-DM1  Trastuzumab-Emtansin 
TUR-B   transurethrale Resektion der Blase 
UICC   Union for International Cancer Control 
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1 EINLEITUNG 
1.1 Das Urothelkarzinom der Harnblase 
1.1.1 Epidemiologie, Ätiologie und Pathogenese 
Das Harnblasenkarzinom ist verantwortlich für 3,1% der Krebssterbefälle in Deutsch-
land. Es belegt Platz vierzehn der häufigsten Tumorlokalisationen der Frau und Platz 
vier der häufigsten Lokalisationen des Mannes. Jährlich erkranken ca. 12.000 Män-
ner und 4000 Frauen im Bundesgebiet, was einem dreifach höheren Risiko für Män-
ner entspricht.1 Das Harnblasenkarzinom ist eine Tumorerkrankung des höheren Le-
bensalters: Über 70% der Karzinome werden erst nach dem 65. Lebensjahr diagnos-
tiziert. Weltweit schwankt die Inzidenz stark. Industrieländer haben eine sechsmal 
höhere Inzidenz als Entwicklungsländer.2 
Es sind diverse Risikofaktoren für die Entstehung des Harnblasenkarzinoms bekannt. 
Allen voran gilt Nikotinabusus als Hauptrisikofaktor.3 Es wird geschätzt, dass 66% 
der Harnblasenkarzinome beim Mann und 30% bei der Frau auf Rauchen zurückge-
führt werden können. Generell steigt das Risiko mit steigender Anzahl der Pack-
Years, wiederum sinkt es nach Beendigung des Rauchens.4 Darüber hinaus wird 
eine Exposition mit krebserregenden Stoffen der Chemieindustrie als ursächlich für 
Harnblasenkrebs angesehen.3, 5 Inzwischen wurden über 50 verschiedene Substan-
zen als risikosteigernd identifiziert. Vor allem die u.a. in der Farbstoffsynthese vor-
kommenden aromatische Amine Beta-Naphthylamin, Benzidin und 4-Aminodiphenyl 
(Xenylamin) werden inzwischen auch von der Berufsgenossenschaft als berufsbe-
dingte Karzinogene eingestuft.6 Auch mit Arsen angereichertes Trinkwasser sowie 
Arzneimittel, wie Cyclophosphamid und Pioglitazon, gelten als isolierte Risikofaktoren 
sowie eine chronische Infektion des Harntrakts mit Schistosoma haematobium mit 
fibrotischem Umbau der Blase (Bilharziose).7  
 
1.1.2 Klassifikation 
In über 90% der Fälle geht das Harnblasenkarzinom vom Urothel der Blase aus, bei 
weiteren 5% handelt es sich um Plattenepithel-, Adeno- oder andere Karzinome.5 
Während ca. 75 - 85 % der Urothelkarzinome papillär-exophytisch wachsen 
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non muscle-invasive bladder cancer) und ein geringes Malignitätspotential aufwei-
sen, haben in situ befindliche und muskel-infiltrierende (MIBC, muscle invasive blad-
der cancer) Tumoren eine schlechtere Prognose.5, 8 Es werden zwei Klassifikations-
systeme zur Charakterisierung von Urothelkarzinomen angewandt: Staging und Gra-
ding. (Abb. 1) Das Staging beschreibt den Grad der Ausbreitung des Tumors und 
erfolgt anhand der TNM-Klassifikation der World Health Organisation.9 (Tab. 1) 
 
Tabelle 1: Staging nach TNM-Klassifikation des Urothelkarzinoms 
TNM-Stadium	 Ausdehnung	
pTa	 Nicht-invasives	papilläres	Karzinom	
Tis	 Carcinoma	in	Situ,	flach	nicht-invasiv	
T1	 Infiltration	bis	in	die	Lamina	submucosa	
T2	 Infiltration	bis	in	die	Lamina	muscularis	
T3	 Infiltration	der	Niere,	des	perirenalen	oder	periurethralen	Fettgewebes	
T4	 Infiltration	von	Nachbarorganen	
N0	 Keine	LK-Metastasen	
N1	 Regionale	LK-Metastasen	solitär:	<	2cm	
N2	 Regionale	LK-Metastasen	solitär	2-5cm	oder	multipel	<	5cm	
N3	 Regionale	LK-Metastasen	<	5cm	
M0	 Keine	Metastasierung	
M1	 Fernmetastasen	
 
Das Grading beschreibt den histologischen Differenzierungsgrad des Tumorgewebes 
und die damit einhergehende Malignität und erfolgt nach der Klassifikation der Ame-
rican Joint Committee on Cancer (AJCC) und der Union for International Cancer 
Control (UICC).10 (Tab. 2) 
 
Tabelle 2: Auflistung der histologischen Grading-Stadien von Urothelkarzinomen 
Grading-Stadium	 Differenzierungsgrad	
Urotheliales	Papillom	 Benigner	Tumor	
Papilläre	Neoplasie	mit	niedrig	malignem	
Potential	(PUNLMP)	
Benigner	Tumor,	aber	histologisch	maligne	
Zeichen	
Low-grade	Karzinom	 Entspricht	G1-Tumor	(gut	differenziert)	
High-grade	Karzinom	
Entspricht	G2-G3-Tumor	(mäßig	–	schlecht	
differenziert)	
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Abbildung 1:Staging und Grading des Urothelkarzinoms. Zeigt papilläres Wachstum der nicht-muskelinvasiven 
Tumoren und Invasion in tiefere Schichten von Tis bis T4 sowie den Zusammenhang mit den Grading-
Klassifikationen von 1973 und 2004.11 Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd.: 
Nature Reviews Cancer, Copyright 2014. 
 
1.1.3 Klinik 
Das Harnblasenkarzinom äußert sich in 80% der Fälle durch eine schmerzlose Hä-
maturie.8 Je nach Lokalisation und Ausdehnung des Tumors kann es zu einer Ver-
drängung des harnspeichernden Blasenvolumens oder/und einer Verlegung der ab-
leitenden Harnwege kommen, was einen gesteigerten Harndrang (Pollakisurie) oder 
erschwerte Blasenentleerung (Dysurie) zur Folge hat. Ebenso können in späteren 
Stadien Nierenstauung mit Flankenschmerz, B-Symptomatik und metastasenbeding-
te Knochenschmerzen sowie chronische Harnwegsinfekte auftreten.12 
 
1.1.4 Diagnostik 
Neben bildgebenden Verfahren, wie Harnblasensonografie und Pyelographie mittels 
Röntgen, steht vor allem die Urethrozystoskopie im Mittelpunkt der Diagnoseverfah-
ren. Dabei können Lokalisation, Anzahl und Ausdehnung der Tumoren ermittelt wer-
den. Darüber hinaus ist eine zytologische Untersuchung mit aus dem Urin gewonne-
nen Urothelzellen v.a. für die Detektion von high-grade-Karzinomen eine sensitive 
Methode.5 Eine photodynamische Diagnostik kann durch Instillation eines Fluores-
zenzfarbstoffes (Hexaminolaevulinat), der hochproliferative Bereiche der Blase an-
färbt, die Lokalisierung schwer sichtbarer in situ Tumoren erleichtern.13, 14 
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1.1.5 Therapie 
Bei nicht-invasiven pTa- und pT1-Tumoren (NMIBC) wird zunächst eine transurethra-
le Resektion der Blase (TUR-B) durchgeführt. Diese dient gleichzeitig zur histologi-
schen Befundsicherung und kann bei Bedarf mehrfach wiederholt werden.5 Im An-
schluss wird eine Instillation mit Mitomycin oder einem der Anthrazykline Epirubicin 
und Doxorubicin empfohlen. Beim nicht-invasiven, diffus wachsenden Carcinoma in 
Situ ist die Instillation von Bacillus Calmette-Guérin in die Harnblase die Therapie 
erster Wahl.5, 15, 16  
Therapierefraktäre oberflächliche Karzinome sowie muskelinvasive (ab pT2) Tumo-
ren (MIBC) werden durch eine radikale Zystektomie mit pelviner Lymphadenektomie 
und Harndeviation behandelt.17 Die Ableitung des Urins kann dabei durch einen vor-
zeitigen Austritt durch die Bauchdecke (Ileumkonduit) oder einen Blasenersatz aus 
Dünndarmanteilen (Neoblase, Pouch) erfolgen.17, 18 Perioperativ wird eine (neo-)-
adjuvante Chemotherapie mit Cisplatin und Gemcitabin empfohlen.15, 19-21 Zielgerich-
tete Antikörpertherapien gegen den Wachstumsfaktorrezeptor Her2 oder andere im-
munmodulatorische Rezeptoren, wie den Programmed Death Ligand 1 (PD-L1,) sind 
bislang nicht etabliert, es existieren jedoch bereits erste Zulassungen.22 
 
1.1.6 Prognose 
Die Prognose des Urothelkarzinoms hängt ab von Ausbreitung und Infiltration des 
Tumors sowie vom histologischen Differenzierungsgrad. Die 5-jahres Überlebensra-
ten sind in Tabelle 3 dargestellt.23, 24 
 
Tabelle 3: 5-Jahres-Überlebensraten des Urothelkarzinoms nach T-Stadium 
Tumor-Stadium	 5-Jahres-Überlebensrate	
T1	 80%	
T2	 60%	
T3	 30-50%	
T4	 20%	
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Problematisch am Urothelkarzinom sind v.a. hohe Rezidivraten von 30 bis 80 %, die 
in einer hohen Operationshäufigkeit und strikten Nachsorgeroutine resultieren und 
damit auch eine gesundheitsökonomische Relevanz aufweisen.  
Für die Rezidiv-Neigung des Urothelkarzinoms haben sich zwei Theorien etabliert: 
Eine Erklärung ist, dass Urotheltumoren häufig auf der Basis von Genabberationen 
oder Kanzerogenläsionen entstehen, die weitgefächerte Segmente der Blase betref-
fen (sog. Feldkanzerisierung). So haben Patienten häufig mehrere Primärtumoren 
oder nach Resektion eines ersten Tumors neu auftretende Raumforderungen an an-
deren Stellen der Blase.25 Die Reimplantationshypothese dagegen sieht die Neuan-
siedlung von intraluminal gestreuten monoklonale Tumorzellen als Ursache für Re-
zidive: durch intraluminale Aussaat oder intraepitheliale Migration können sich von 
einer Ursprungszelle ausgehende Tumorzellen an weiter distal gelegenen Segmen-
ten des Harntrakts („downstream“) anhaften.26, 27 
 
1.2 Her2 als Epithelialer Wachstumsfaktorrezeptor 
1.2.1 Funktion und Regulierung 
Der Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 Her2/neu (im Folgenden als Her2 
bezeichnet) ist der zweite von vier epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren, den 
sog. Her-Rezeptoren (syn. ErbB-Rezeptoren), und spielt eine zentrale Rolle in der 
intrazellulären Signaltransduktion.28, 29 Wie alle epidermalen Wachstumsfaktorrezep-
toren besteht er aus einer extrazellulären Lingandenbindungsdomäne, einer trans-
membranösen Domäne und einer zytosolischen Domäne, die über Interaktion mit 
diversen Signalmolekülen intrazelluläre Signalwege in Gang setzt.30, 31 Her2 wird co-
diert durch das Her2-Gen, welches auf Chromosom 17 lokalisiert ist.32 
Voraussetzung für die Ligandenbindung von Her2 ist eine Heterodimerisierung mit 
einem weiteren Her2-Rezeptor oder mit den anderen Rezeptoren der Her-Familie 
Her1, Her3 und Her4. Je nach Dimerisierungspartner können verschiedene Liganden 
mit unterschiedlicher Bindungsstärke am Rezeptorpaar binden. Entsprechende Lig-
anden sind u.a. Epidermal Growth Factor (EGF), Tumor Growth Factor a (TGFa) und 
Neureguline (NRGs).33 Die Signalweiterleitung erfolgt anhand verschiedener Signal-
wege, die ebenfalls von Liganden und Dimerisierungspartner abhängen. Vom Her2-
Rezeptor verstärkte Signalwege beinhalten die drei proliferativ bedeutsamen Signal-
wege MAP-Kinase-Weg, JAK-STAT-Weg und PI3-Weg.32-34 
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Her2 beeinflusst die Regulierung von Zellproliferation, -differenzierung und -
stoffwechsel und verhindert die Initiierung der Apoptose.30, 35 Da eine Deregulierung 
des Rezeptors durch Amplifikation oder Mutation zellproliferative Veränderungen mit 
sich bringt, wird Her2 als Onkogen bezeichnet. 
 
1.2.2 Mechanismen der Her2-Überexpression 
Eine Überexpression des Her2-Rezeptors auf der Zelloberfläche kann durch diverse 
Mechanismen verursacht werden.  
Eine häufige Ursache liegt in einer Genamplifikation des Her2-Gens. 36 Im Urothel-
karzinom konnte schon früh eine Assoziation zwischen Genamplifikation und Über-
expression des Her2-Rezeptors nachgewiesen werden.37 Quantitative Veränderun-
gen von Onkogenen spielen eine wichtige Rolle in fast jeder bekannten Tumorentität 
und werden hervorgerufen durch ungleiches Crossing-Over homologer Chromoso-
men.  
Weiterhin können Mutationen oder Translokationen eines Gensegments zu einer 
verstärkten Transkription des Gens führen. Bei Ratten konnte eine einzelne 
Punktmutation als Auslöser für eine Her2-vermittelte unkontrollierte Zellproliferation 
identifiziert werden.38 Translokationen können in ihrer Extremform als Fusionsgene 
zur okogenen Aktivierung führen. Fusionsgene entstehen durch Verknüpfung zweier 
Genabschnitte verschiedener Chromosomen. Es sind einige Fusionsgene für Her2 
beschrieben. Im Urothelkarzinom sind dies ERBB2-DIP2B und ERBB2-GRB7, wobei 
für das Erstere eine Her2-Überexpression beschrieben ist.39, 40  
 
Auch Veränderungen der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren haben direkten Ein-
fluss auf den Expressionsverlauf von Proteinen.41 Allerdings führen Alterationen an 
den Transkriptionsfaktoren im Wesentlichen zu einem Proliferationsstop oder zur 
Apoptoseinduktion (s. p53, p21, PTEN, etc.), weshalb die Zielgene vieler bekannter 
Transkriptionsfaktoren auch als Tumorsuppressorgene bezeichnet werden.  
Außerhalb der Transkriptionsebene kann eine gesteigerte Translation die Ursache für 
erhöhte Expressionsraten sein. In Mamma- und Magenkarzinom konnte unter ande-
rem Lin28, ein mRNA-Bindungsprotein, ursächlich für eine gesteigerte Translation 
des Her2-Rezeptors identifiziert werden.42, 43 
Darüber hinaus können epigenetische Faktoren oder veränderte Ligandenkonzentra-
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tionen und –bindungsaffinitäten die Rezeptoraktivität beeinflussen, was ebenfalls ei-
ne Deregulierung von Oberflächenrezeptoren zur Folge haben könnte. Sowohl auto-, 
als auch parakrine Aktivierungswege von Her2 wurden bereits für andere Tumorenti-
täten beschrieben.44, 45 
 
1.2.3 Diagnostische Methoden zur Her2-Detektion 
Es existieren verschiedene Methoden, Amplifikation und Expression von Her2 zu 
messen. Die bei weitem gebräuchlichste Methode zur Bestimmung des Proteinex-
pressionsstatus ist die Immunhistochemie (IHC). Die Bestimmung des Genamplifika-
tionsstatus erfolgt in der Regel mittels Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH). 
Eine Analyse des Expressionsstatus auf mRNA-Ebene ist mit einer Reverse-
Transkriptase Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) möglich.  
 
1.2.3.1 Immunhistochemie und Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung 
Sowohl IHC als auch FISH haben sich in der Routinediagnostik des Mammakarzi-
noms durchgesetzt. Die IHC nutzt mono- oder polyklonale Antikörper, die gegen den 
Her2-Rezeptor gerichtet sind und durch eine Farbreaktion sichtbar gemacht werden 
können.46 Für die Expressionsanalyse von Her2-Rezeptorproteinen auf Mammakar-
zinomzellen mittels IHC wurde bereits 2007 von der American Society of Clinical On-
cology (ASCO) ein Färbestandard empfohlen, für die Analyse auf Urothelkarzinom-
zellen existieren keine Empfehlungen.47 Für die Amplifikationsanalyse mittels FISH 
werden Fluoreszenz-markierte DNA-Einzelstrangsonden verwendet, die an den 
Her2-Genabschnitt auf Chromosom 17 binden und im Fluoreszenzmikroskop sichtbar 
gemacht werden können.48 
Trotz ihrer verbreiteten Nutzung haben IHC und FISH eine geringe Konkordanz bzgl. 
ihrer Ergebnisse. Sowohl im Mamma-, als auch im Urothelkarzinom werden immer 
wieder Unterschiede zwischen Amplifikations- und Expressionsgrad gleicher Tumo-
ren festgestellt. Es wird diskutiert, ob Mechanismen der Her2-Überexpression auf 
posttranskriptioneller Ebene für diese Diskrepanz verantwortlich sind.49 Gleichzeitig 
besitzt insbesondere die IHC eine hohe Inter-Observer-Variabilität.50 Die quantitative 
Reverse-Transkriptase Polymerasekettenreaktion wird als mögliche sensitivere Al-
ternative zur IHC angesehen, auch durch ihre Möglichkeit zur Standardisierung und 
Automatisierung.51, 52 
Einleitung 
9 
 
1.2.3.2 Reverse-Transkriptase Polymerasekettenreaktion 
Die Reverse-Transkriptase Polymerasekettenreaktion ist ein Verfahren, mit dem RNA 
nachgewiesen werden kann. Sie besteht aus zwei Schritten. Zunächst wird die vor-
liegende Ziel-RNA mittels einer Reversen Transkriptase (RT) in cDNA umgeschrie-
ben. Die RT entstammt modifizierten Retrovieren und entspricht in ihrer Funktion ei-
ner RNA-abhängigen DNA-Polymerase, besitzt jedoch zusätzlich eine hydrolytische 
Ribonuklease-Domäne. Als Primer können Gen-unspezifische Oligo-dT-Primer ver-
wendet werden, die am Poly-A-Schwanz am 3’-Ende der mRNA binden.53 Alternativ 
können Random Hexamere oder sequenzspezifische Primer genutzt werden.54, 55 
Im Zweiten Schritt wird die cDNA in einer Polymerasekettenreaktion amplifiziert. 
Hierzu wird heutzutage üblicherweise entweder eine qualitative PCR mit anschlie-
ßender Gelelektrophorese oder eine quantitative Real-Time PCR (TaqMan PCR) 
verwendet, die mit Hilfe beigefügter Fluoreszenzsonden das entstandene PCR-
Produkt simultan quantifiziert. Die Sonde besteht aus einem Oligonukleotid, dessen 
5’-Ende mit einem Fluoreszenzfarbstoff versehen ist (Reporter). Das 3’-Ende trägt 
ein Fluoreszenz-auslöschendes Molekül (Quencher). In der stabilen ungebundenen 
Form der Sonde wird das Fluoreszenzsignal durch die räumliche Nähe des Reporter-
Farbstoffes mittels Energieübertragung zum Quencher ausgelöscht. In der Elongati-
onsphase der PCR wird die zuvor an die DNA gebundene Sonde durch die Nuklea-
se-Aktivität der DNA-Polymerase gespalten und der Reporter-Farbstoff entfernt sich 
von seinem Quencher. Dies setzt das Fluoreszenzsignal frei.56, 57 (Abb. 2) 
 
 
Abbildung 2: Schematische Darstellung des Sondenmechanismus. Die Sonde trägt an ihren Enden je einen Re-
porter (R) und einen Quencher (Q). Bei der Zersetzung der Sonde durch die DNA-Polymerase (nicht abgebildet) 
entfernen sich Reporter und Quencher räumlich voneinander, was das Floureszenzsignal freisetzt.58 Wiedergabe 
mit freundlicher Genehmigung von Wiley-VCH GmbH & CoKG: Biologie in unserer Zeit, Copyright 2007. 
 
Die Quantifizierung der Fluoreszenz kann relativ, durch Abgleich der Signale unterei-
nander, oder absolut, durch Abgleich der Signale der Ziel-DNA mit denen von parallel 
mitamplifizierten Standard-Verdünnungsreihen, erfolgen. Diese enthalten zuvor durch 
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Verdünnung abgestufte, exakt bestimmte DNA-Konzentrationen, anhand derer auch 
die Kopienanzahl der Ziel-DNA berechnet wird.  
Zur klinischen Patientenselektion im Sinne eines Rule-in für spezifizierte Therapien 
wird die RT-PCR auf mRNA-Basis vorwiegend für onkologische Therapieentschei-
dungen bei Mamma- und Prostatakarzinomen angewandt.59, 60 Für die Diagnostik im 
Urothelkarzinom ist die RT-PCR in etablierten klinischen Abläufen hinter IHC und 
FISH bislang eher zweitrangig.  
 
1.2.4 Her2-Status in anderen Tumorentitäten 
Der Status von Her2 hat seit den 1990er Jahren einen etablierten Stellenwert in Di-
agnostik und Therapie des Mamma-Karzinoms eingenommen. Ca. 15-30% der 
Brustkrebs-Tumoren zeigen erhöhte Amplifikations- oder Expressionswerte, die 
gleichzeitig mit einer schlechteren klinischen Prognose korrelieren und daher als Ur-
sprung einer onkogenen Transformation angesehen werden.61, 62 Durch die Gabe 
des monoklonalen Antikörpers Trastuzumab kann in Her2-überexprimierten Patien-
ten die Prognose um 20% verbessert werden.62 Dies gilt auch für andere Tumorenti-
täten, wie Magen-, Ovarial- und Uteruskarzinome. Insbesondere beim Magenkarzi-
nom, bei dem eine Überexpressionsrate von durchschnittlich 19% festgestellt werden 
konnte, wurde Trastuzumab ebenfalls als adjuvante Behandlungsoption etabliert. 
Hier konnte die Prognose um 35% % verbessert werden.63 Sowohl im Mamma- als 
auch im Magenkarzinom korrelieren hohe Expressionsraten mit erhöhten Amplifikati-
onsraten.63-65 Es ist daher wahrscheinlich, dass die Überexpression auch Folge einer 
Genamplifikation ist.  
 
1.2.5 Her2-Status im Urothelkarzinom 
Insgesamt ist der Her2-Status im Urothelkarzinom nicht abschließend geklärt. Ein 
klarer Zusammenhang zwischen Amplifikation und Expression wie in Magen- und 
Mammakarzinom besteht jedoch nicht. Sowohl Genamplifikationsrate als auch Über-
expressionsrate des Her2-Rezeptors im Urothelkarzinom variieren stark. Bezüglich 
einer Korrelation zwischen Amplifikation und Überexpression existieren bislang eben-
falls diskrepante Daten.66, 67 In der Literatur wird eine Amplifikationsrate von 0 bis 
32% angegeben, während die Überexpression zwischen 9 und 80% liegt.67-69 Dar-
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über hinaus werden für einzelne urothelialen Tumorsubtypen Mutationen beschrie-
ben.39 Dennoch sind verschiedene Therapiestudien bislang negativ.70 Die Diskrepanz 
der Expressions- und Amplifikationswerte im Urothelkarzinom legt nahe, dass für die 
negativen Ergebnisse Her2-Alterationen ursächlich sind, die nicht allein durch IHC 
und FISH detektierbar sind.  
Bezüglich klinischer und histopathologischer Merkmale sind bisher keine eindeutigen 
Zusammenhänge bekannt: Dabei korreliert der Expressionsgrad mit dem Differenzie-
rungsgrad (Grading) der Tumorzellen, d.h. stärkere Expression bei höhergradigen 
Tumoren (G3), aber nicht mit dem Ausbreitungsgrad (Staging).71, 72 Ebenso zeigen 
Lymphknotenmetastasen stärkere Amplifikations- und Expressionsgrade als ihre 
Primärtumoren.73, 74 Untersuchungen nach Invasivität und Fernmetastasen existieren 
bislang nicht. 
Die prognostische Relevanz von Her2 im Blasenkrebs ist ebenfalls nicht eindeutig. 
Die Überexpression des Rezeptors zeigte in einer Studie mit muskelinvasiven Tumo-
ren keinen Zusammenhang mit dem Todeszeitpunkt der Patienten.73 Eine andere 
Studie hingegen ergab nach multipler Regression der Prädiktionsfaktoren, dass der 
Her2-Expressionsstatus als unabhängiger Prädiktor für Mortalität und Rezidivrate 
diente.75 
Zur Therapie des Urothelkarzinoms mit Trastuzumab in Analogie zum Mamma- und 
Magenkarzinom sind bislang nur wenige Studien durchgeführt und publiziert. Diese 
haben jedoch aufgrund ihrer Beschaffenheit als klinische Phase-1- und 2-Studien nur 
beschränkte Aussagekraft und erzielten bislang keine eindeutigen Ergebnisse.70, 76 
Als möglicher Grund kann u.a. die Heterogenität der Her2-Amplifikation und –
Expression genannt werden. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass der neue beim 
Mamma-Karzinom genutzte Konjugatwirkstoff Trastuzumab-Emtansin (T-DM1) auch 
beim Urothelkarzinom Wirkung zeigt.77 
Um den Her2-Status im Urothelkarzinom genauer zu evaluieren und als Entschei-
dungsanker im klinischen Alltag nutzen zu können, könnte neben den etablierten Me-
thoden IHC und FISH auch die Analyse der RT-PCR als Detektionsmethode Vorteile 
bieten. Dabei sind vorrangig ihre Rolle hinsichtlich prognostischer Aussagen sowie 
auch ihre Validität und ihre Konkordanz zu den anderen Methoden relevant. 
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1.3 Zielsetzung der Arbeit 
Vor dem beschriebenen Hintergrund soll die vorliegende Arbeit Antworten auf zwei 
Fragestellungen liefern: 
 
1. Wie korreliert die durch eine Reverse Transkriptase RT-PCR gemessene 
mRNA-Expression von Her2 mit Histopathologie und dem klinischen Outcome 
der Patienten? 
2. Wie ist die dynamische Breite und Sensitivität der RT-PCR? 
3. Wie vergleichbar ist eine RT-PCR auf mRNA-Ebene am Beispiel von Her2 im 
Rahmen eines Interlaborvergleichs? 
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2 METHODEN UND PATIENTENKOHORTE 
2.1 Methoden 
2.1.1 Patientenkohorte 
In dieser Arbeit wurden retrospektiv erhobene, klinische Daten von 128 Patienten, 
die zwischen Januar 1998 und November 2009 in der Universitätsmedizin Mannheim 
einer Zystektomie unterzogen wurden, analysiert. Das histopathologische Staging 
erfolgte nach der TNM-Klassifikation der International Union against Cancer, das 
Grading nach der Klassifikation der American Joint Committee on Cancer und der 
Union for International Cancer Control.9, 10 Die Studie wurde durch die Medizinische 
Ethikkommission II genehmigt (2016-814R-MA). Die Nutzung der Daten wurde ge-
mäß den Richtlinien der Ethikkommission durchgeführt. Das mediane Follow-Up der 
Patienten lag bei 36,7 Monaten (min.: 0,9 Monate, max.: 179,2 Monate) 
Von den 128 Patienten wurde im histopathologischen Befund bei 122 Patienten ein 
Urothelkarzinom, bei 4 Patienten ein Plattenepithelkarzinom und bei einem Patienten 
sowohl ein Urothel- als auch Plattenepithelzellkarzinom festgestellt. Das durch-
schnittliche Alter zum Zystektomietermin lag bei 65,97 Jahren (arithmetisches Mittel). 
98 Patienten waren männlichen, 30 Patienten weiblichen Geschlechts.  
 
2.1.2 Nomenklatur 
Ausgehend von den FFPE-Tumorproben der 128 Patienten wurden drei separate 
Messreihen angelegt. (Abb. 3)    
1. Die Messreihe „Köln Extraktion und PCR“ bestand aus Daten des Labors 
Stratifyer Molecular Pathology, in Werthmannstraße 1, 50935 Köln, Inh. Dr. 
Ralph Markus Wirtz. Hierbei wurde aus den 128 FFPE-Blöcken RNA isoliert 
und davon 86 Proben mittels SuperScript III PLATINUM One-Step amplifiziert. 
(s. S. 21f) Die Daten lagen als Rohdaten vor und beinhalteten relative Ct-
Werte der im dortigen Labor durchgeführten RT-PCR.  
2. Daten der Messreihe „Mannheim PCR“ wurden im Mannheimer Labor aus den 
128 RNA-Proben gewonnen, die zuvor im Kölner Labor extrahiert worden wa-
ren. (s. S. 18 ff) Zum Vergleich mit der Messreihe „Köln Extraktion und PCR“ 
lagen damit 86 überschneidende Wertepaare vor.  
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3. Für die Messreihe „Mannheim Extraktion und PCR“ wurden Extraktion, cDNA-
Synthese und RT-PCR anhand von 20 Resektaten ausschließlich im Mann-
heimer Labor durchgeführt. Die 20 Proben speisten sich aus dem Pool der 
128 in den anderen Messreihen genutzten FFPE-Blöcke. (s. S. 16) 
 
 
 
Abbildung 3: Struktur und Nomenklatur der in dieser Arbeit gebildeten Messreihen 
 
2.1.3 Zellkultur 
Die Arbeit mit den Zellkulturen entsprach den Vorschriften für sicheres mikrobiologi-
sches Arbeiten. Zellen der Zelllinie RT112 und UM-UC 3 wurden kultiviert in Dulbe-
cco’s modified Eagle’s medium (DMEM), Zellen der Zelllinien T24 und RT4 in McCoy 
5a Medium sowie Zellen der Urotsa-Zelllinie mit Rosswell Park Memorial Institute 
Medium (RPMI), jeweils versetzt mit 10 % fetalem Kälberserum und 2mM Glutamin in 
75 cm2 Zellkulturflaschen im Brutschrank bei 37°C und 5 %iger CO2-Begasung. Die 
Arbeit erfolgte steril unter einer Zellkultur-Werkbank. Kulturmedien wurden vor Ge-
brauch im Wasserbad auf 37°C erwärmt und alle 2-3 Tage erneuert. Hierzu wurde 
das alte Medium abgenommen, mit phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) unter 
Schwenken der Flasche gewaschen und mit 10-15ml neuem Medium versehen.  
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Bei Anwachsen auf bis zu 70-80% des Flaschenbodens wurden die Zellen passa-
giert. Hierbei wurden die Zellen zunächst nach Absaugen des alten Mediums mit 2-3 
ml Trypsin unter Schwenken der Flasche vom Flaschenboden gelöst. Nach Beendi-
gung der Trypsinreaktion durch Zugabe serumhaltigen Mediums wurde eine Aliquot 
Zellsuspension in eine neue Flasche überführt und mit 10-15 ml neuem Medium ver-
sehen.  
 
2.1.4 RNA-Extraktion aus Zelllysaten 
Die RNA-Isolation aus Zelllysaten erfolgte mittels RNeasy Mini Kit (Qiagen, Venlo, 
NL). Dabei wurden die Zellen zunächst nach Abnehmen des Mediums mit 5 ml kal-
tem PBS gewaschen und unter Zugabe von 5ml Trypsin gelöst. Nach Inaktivierung 
der Trypsinreaktion durch serumhaltiges Medium wurden die Zellen bei 400 U/min 
zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde mit 350 µl RLT-Puffer 
versetzt, zu dem zuvor Beta-Mercaptoethanol im Verhältnis 1:100 hinzugegeben 
worden war, und dann in ein 2 ml Reaktionsgefäß versetzt. Das Lysat wurde darauf-
hin durch zehnfaches Hindurchziehen durch eine 20 G Nadel homogenisiert und mit 
350 µl 70%igem Ethanol versetzt. Nach Durchmischen wurden 700 µl der Lösung auf 
eine RNeasy Säule appliziert, welche sich in einem 2 ml Tube befand, und für 1 min 
bei 13000 U/min zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen, der Rest der Sus-
pension auf die Säule gegeben, zentrifugiert und abermals der Überstand verworfen. 
Ebenso wurden zunächst 600 µl RW1-Puffer und dann 500 µl RPE-Puffer auf die 
Säule appliziert, zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Daraufhin wurde die 
Säule in ein neues 2 ml Reaktionsgefäß überführt, mit 500 µl RPE-Puffer versehen 
und für 3 min bei 13000 U/min zentrifugiert. Nach Platzierung der Säule in ein 2 ml 
Sammelgefäß wurden 30 µl 65 °C heißes RNase freies Wasser auf die Säulen-
membran gegeben. Nach 1 min wurde das Gefäß für 3 min bei 13000 U/min zentrifu-
giert und das Eluat in einen RNase freies 1,5 ml Gefäß überführt. Abschließend 
konnte die RNA-Konzentration photometrisch mittels NanoDrop ND-1000 bestimmt 
werden. Die RNA wurde bei -80 °C gelagert. 
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2.1.5 RNA-Extraktion aus Formalin-fixierten Paraffin-eingebetteten Gewebeproben 
Für die Extraktion wurden 20 Formalin-fixierte Paraffin-eingebettete (FFPE) Gewe-
beproben von Urothelkarzinomen der Tumorstadien T2 bis T4 ausgewählt, Zystek-
tomiedatum 1998 bis 2006.  
Die RNA-Extraktion aus FFPE-Gewebeproben erfolgte mittels XTRAKT-FFPE-Kit 
(Stratifyer Molecular Pathology, Köln). Zur Auflösung des Paraffins wurden 150 µl 
Lysepuffer hinzugefügt und der Ansatz im Thermomixer für 30 min bei 80°C und 
1200 U/min inkubiert. Um im entstandenen Lysat Nukleinsäuren zu isolieren, wurden 
50 µl Proteinase K hinzugefügt und der Ansatz anschließend 30 min bei 65°C und 
1200 U/min inkubiert.  
Zur Isolation der RNA aus dem Lysat wurde der Ansatz zunächst mit 800 µl MagiX 
RNA-Puffer vermischt. Die Isolation erfolgte mittels magnetischer MagiX-Beads, wel-
che die RNA binden und durch Magnetisierung an der Wand des Reaktionsgefäßes 
fixieren, während der Überstand entfernt werden kann. Hierzu wurden die Lösung mit 
40 µl des MagiX-Bead RNA-Konzentrat versehen und nach intensivem Durchmi-
schen und 15-minütiger Inkubation bei 1200 U/min magnetisiert. Der Überstand wur-
de abpipettiert und verworfen. Zur Aufreinigung der RNA-tragenden Beads wurde 
zunächst 850 µl des im Kit enthaltenen Waschpuffer 1 hinzugegeben, das Reakti-
onsgefäß mehrfach in der Luft und dann im magnetisierenden Gefäßständer gewen-
det und der Überstand verworfen. Dieser Schritt erfolgte ebenso mit Waschpuffer Nr. 
2 und Nr. 3. Die Ablösung der RNA von den Beads erfolgte durch Zugabe von 50 µl 
Elutionspuffer und Inkubation (15 min, 70 °C, 1200 U/min). Nach anschließender 
Magnetisierung konnte die aufgereinigte Lösung in ein frisches Reaktionsgefäß 
transferiert werden. Im Anschluss an die Extraktion wurde die Konzentration der RNA 
mittels NanoDrop ND-1000 gemessen. Die Lagerung der RNA erfolgte bei -20 °C.  
 
2.1.6 Klonierung externer Standards für die RT-PCR 
Die Klonierung Her2-inkludierender Plasmide für die Herstellung von Standard-
Verdünnungsreihen erfolgte mit dem TOPO TA Cloning Kit for Sequencing und dem 
One Shot Top 10 Kit (beides Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) nach Anlei-
tung. Für die Transformation wurden die im One Shot Top 10 Kit enthaltenen bio-
chemisch kompetenten E.Coli-Stämme verwendet.  
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Für die Transformation wurde zunächst ein Reaktionsmix aus 2 µl des zu klonieren-
den Her2-Amplifikats (gewonnen aus Zelllysaten), 1 µl Salzlösung, 2 µl ultrareines 
Wasser und 1 µl des Vektors hergestellt und für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. 
Die Transformation von E.Coli-Zellen erfolgte unter Zugabe von 2 µl der Reaktions-
mixe. Nach vorsichtigem Durchmischen wurde der Transformationsansatz für 10 min 
auf Eis inkubiert, anschließend für 45 Sekunden bei 42°C einem Hitzeschock ausge-
setzt und umgehend wieder auf Eis gesetzt. Der Ansatz wurde mit 250 µl SOC-
Medium versehen und für 45 min bei 37°C mit 220 U/min inkubiert. Im Anschluss 
wurden je 150 µl auf vorgewärmte Agarplatten ausplattiert und für 24 Stunden bei 
37°C im Brutschrank inkubiert.  
 
Für die Isolation transformierter Bakterienkulturen wurde eine Minipräparation mit 
einem QIAprep Spin Miniprep Kit (Quiagen, Venlo, NL) durchgeführt. Hierzu wurden 
Einzelkolonien in 15 ml-Reaktionsgefäße überführt, die mit LB-Medium versehen wa-
ren, und für 14 Stunden bei 37°C im Schüttler bei 200 U/min inkubiert. Anschließend 
wurde die Zellsuspension für 3 min bei 18°C mit 8000 U/min zentrifugiert und der 
Überstand verworfen. Die Lyse der Zellen erfolgte durch Zugabe von je 250 µl P1- 
und P2-Puffer und 350 µl N3-Puffer mit jeweils anschließendem vorsichtigem 
Durchmischen durch mehrfaches Wenden des Gefäßes. Durch 10-minütige Zentrifu-
gation bei 13000 U/min wurde ein Pellet aus bodenständigen Zellen geformt. Der 
nukleinsäurehaltige Überstand wurde auf eine stark kationenhaltige Säule gegeben 
und mehrfach mit Waschpuffer und anschließender Zentrifugation aufgereinigt. Die 
finale Elution der Ziel-Plasmide aus der Säule erfolgte mit 50 µl Elutionspuffer und 
erneuter Zentrifugation in ein Reaktionsgefäß. Die Plasmidkonzentration im Eluat 
wurde mittels NanoDrop ND-1000 bestimmt. Zur Sequenzierung der Plasmide wurde 
die Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) beauftragt.  
 
Die Herstellung der für die PCR verwendbaren Standard-Verdünnungsreihen erfolgte 
durch Hinzugabe von Aqua bidest zu den Zielplasmiden Verdünnungen der Größen-
ordnungen 2x10^1 bis 2x10^6 Plasmide pro µl. Diese wurden in TaqMan Fast Uni-
versal Master Mix PCR Testläufen (s. PCR) auf ihre Sensitivität getestet.  
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2.1.7 cDNA-Synthese 
Es erfolgte abhängig von der RNA-Extraktions-Methode (Zelllysate vs. FFPE-Proben) 
eine Umschreibung der RNA in cDNA mittels MMLV und Random Hexamer Primern 
aus Zelllysaten und mittels Sequenzspezifischen Primern und Superscript III aus 
FFPE Proben. 
 
cDNA-Synthese aus den RNA-Proben der Zelllinien: 
Schlüsselenzym dieser cDNA-Synthese bildete eine aus dem Moloney Murine Leu-
kemia Virus isolierte Reverse Transkriptase (M-MLV RT). Für den Reaktionsmix wur-
den zunächst 5 µg der Ziel-RNA in 20 µl Aqua bidest eluiert. Die Lösung wurde für 10 
min bei 65°C inkubiert und auf Eis abgekühlt. Mit einem Gesamtvolumen von weite-
ren 20 µl wurde die Lösung mit 2 µl Random Hexamer Primer, 2µl 10mM dNTP Mix, 
8 µl 5-fach M-MLV Puffer, 4 µl 0,1 M Dithiotreitol, 2 µl RNaseOUT und 2 µl M-MLV 
RT auf 40 µl ergänzt. Abschließend wurde der resultierende Ansatz zunächst für 120 
min bei 37°C und dann für 5 min bei 65°C inkubiert. Die Lagerung der cDNA erfolgte 
bei -20°C.  
 
cDNA-Synthese aus FFPE-extrahierter RNA: 
Sowohl die cDNA-Synthese aus den 20 eigenhändig gewonnenen RNA-Proben als 
auch die aus den 128 bereitgestellten RNA-Proben erfolgte mit sequenzspezifischen 
Her2-Primern sowie der Reversen Transkriptase Superscript III. Für den Reaktions-
ansatz wurden zunächst 7,5 µl der Ziel-RNA mit je 0,5 µl (10pmol/µl) eines sequenz-
spezifischen Primers und 1,5 µl 10mM dNTP Mix vermischt und mit Aqua bidest auf 
18 µl eluiert. Dieser Ansatz wurde für 10 min bei 65°C im Heizblock inkubiert und 
dann auf Eis abgekühlt. Im Anschluss wurden jeweils 4 µl 5 x First Strand Puffer, 1 µl 
0,1 M DTT, 1 µl RNaseOUT und 2 µl Superscript III (200U/µl) hinzugegeben. Ab-
schließend wurde der Ansatz für 120 min bei 55°C und dann für 15 min auf 70°C in-
kubiert. Die Lagerung der cDNA erfolgte bei -20°C 
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2.1.8 Real-Time Reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion  
2.1.8.1 PCR-Durchführung Mannheim 
 
Die durchgeführte Real-Time Reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion (RT-
PCR) erfolgte sowohl mit den 20 eigenhändig gewonnenen RNA-Isolaten als auch 
mit den 128 parallelen RNA-Proben des Referenzlabors Stratisfyer Molecular Patho-
logy GmbH in Köln, die dort aus Urothelkarzinom-FFPE-Gewebeproben gewonnen 
worden waren. 
Die Amplifikation definierter cDNA-Fragmente erfolgte mittels quantitativer Real-Time 
PCR über ein Step One Real-Time PCR System (Thermo Fisher). Die Expressions-
werte der Zielgene wurden auf die beiden endogenen Haushaltsgene (in dieser Ar-
beit syn. mit Referenz- od. Kontrollgene) Calmodulin (Calm) und b-Glucoronidase 
(Gus) normalisiert. Die Berechnung der normalisierten Expressionswerte erfolgte mit-
tels relativer Quantifizierung über die 40-DCT-Methode nach Czechowski et al..78 
Dabei wird der Differenzwert von Ziel- und Haushaltsgen von einem arbiträren Ct-
Wert abgezogen, welcher sich an der Zykluszahl der PCR orientiert:  
 
40-DCT = 40 – (CtZielgen – CtHaushaltsgen) 
 
Bei der Interpretation der Daten mit dieser Formel ist zu beachten, dass die entste-
henden Werte im Gegensatz zu unveränderten Ct-Werten proportional zur Menge 
amplifizierten Her2-DNA sind. Ein hoher Wert ist gekennzeichnet durch eine hohe 
Her2-Expression im Verhältnis zur Expression des Referenzgens.  
Außerdem erfolgte eine absolute Quantifizierung gegen das klonierte Standardplas-
mid. Dabei wird das Floureszenzsignal der amplifizierten Stränge mit dem Signal des 
Standards einer definierten Konzentration abgeglichen. Daraus resultiert die absolute 
Anzahl der amplifizierten DNA-Kopien des Zielgens.79 
 
Die Reproduzierbarkeit wurde einerseits durch Dreifachbestimmung der einzelnen 
Ziel-DNA-Proben innerhalb eines Laufs sichergestellt, andererseits durch die Mitbe-
stimmung von cDNA-Proben der Zelllinien T24 und RT112 über die gesamte Ver-
suchsreihe. Zur Ermittlung der Intra-Assay-Variabilität wurden cDNA-Proben der Zell-
linie T24 in 13-fach Ansätzen mit dem Farbstoff SYBR Green als Sondenersatz so-
wie cDNA der Zelllinie RT112 als 6-fach Ansatz mit der in den Zielversuchen einge-
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setzten Sonde bestimmt und über die Standardkurven quantifiziert. Diese Quantifizie-
rung fand sowohl für das Zielgen Her2, als auch für das Haushaltsgen Calmodulin 
statt. Zur Berechnung des entsprechenden Variabilitätskoeffizienten (CV, Coefficient 
of Variation) kam folgende Formel zum Einsatz:  
 
CV = Standardabweichung / arithmetischer Mittelwert x 100 
 
Zur Bestimmung der Inter-Assay Variabilität wurde bei jeder RT-PCR eine Duplikat-
messung mit cDNA-Proben der Zelllinie T24 mitbestimmt. Die Variabilität berechnete 
sich durch den Mittelwert und die Standardabweichung über alle Doppelmessungen.  
Die Amplifikationseffizienz (E) wurde berechnet aus der Steigung (m) der Regressi-
onsgeraden der Standardverdünnungsreihen mit der Formel:  
 
E = 10-1/m 
 
Eine optimale Amplifikationseffizienz entspricht der Verdopplung der DNA in jedem 
PCR-Zyklus und liegt damit bei E = 2. 
 
Für die Durchführung der PCR kamen TaqMan Assays von Thermo Fisher zum Ein-
satz. Die Master Mixe der Assays enthalten eine modifizierte Taq-Polymerase, 
dNTPs, 10 x Puffer sowie 10 mM MgCl2. Als Signalmolekül fungierte eine Fluores-
zenzsonde, welche einen VIC oder einen 6-Carboxyflourescein(FAM)-Farbstoff trägt 
(s. Einleitung). Für die Amplifikation spezifischer DNA-Zielfragmente wurden für die 
Zielgene spezifische Primer genutzt. (s. Tab. 13: Oligonukleotide) Als Reaktionsträ-
ger kamen 96-Well Platten zum Einsatz, die Reaktion fand in einem Volumen von 20 
µl statt. Während des Pipettierens wurde die 96-Well Platte in einen Kühlblock ge-
stellt. Im Anschluss an das Pipettieren wurde die Platte mit einer Abdeckfolie verse-
hen und bei 3000 U/min für 5 min zentrifugiert. Die zu analysierenden Proben wurden 
als Doppelbestimmungen durchgeführt und sowohl Positivkontrollen mit cDNA der 
Zelllinien T24 und RT112 als auch Negativkontrollen mitbestimmt. Zur Normalisie-
rung der Her2-Expression wurden die Haushaltsgene Calmodulin 2 und b-
Glucoronidase mitbestimmt. Die absolute Quantifizierung wurde durch die zuvor ge-
klonten Her2-inkludierenden Plasmidverdünnungsreihen ermöglicht sowie durch la-
boreigene Verdünnungsreihen der eingesetzten Haushaltsgene. 
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Tabelle 4: Reaktionsansatz PCR mit den 128 bereitgestellten Proben (Mannheim PCR) 
Reagenz	 Volumen	
TaqMan	Fast	Universal	PCR	Master	Mix	 10	µl	
Forward	Primer	 0,75	µl,	300nM	
Reverse	Primer	 0,75	µl,	300nM	
Sonde	 0,5	µl,	200nM	
DNA-Probe	 2	µl	
Nukleasefreies	Wasser	 auf	20	µl	
 
 
PCR-Protokoll für die 128 bereitgestellten Proben:  
95°C für 20 Sekunden 
45 Zyklen mit je: 
95°C für 1 Sekunde 
60°C für 20 Sekunden 
 
Tabelle 5: Reaktionsansatz PCR mit den 20 eigenhändig gewonnenen Proben (Mannheim Extraktion und PCR) 
Reagenz	 Volumen	
TaqMan	Fast	Universal	PCR	Master	Mix	 5	µl	
Forward	Primer	 0,375	µl,	300nM	
Reverse	Primer	 0,375	µl,	300nM	
Sonde	 0,25	µl,	200nM	
DNA-Probe	 3	µl	
Nukleasefreies	Wasser	 auf	10	µl	
 
 
PCR-Protokoll für die 20 eigenhändig gewonnenen Proben:  
95°C für 20 Sekunden 
40 Zyklen mit je: 
95°C für 3 Sekunden 
60°C für 30 Sekunden 
 
2.1.8.2 PCR-Durchführung Labor Köln 
Die im Kölner Labor durchgeführte PCR wurde in Duplikaten mittels des SuperScript 
III PLATINUM One-Step quantitative RT-PCR System (Invitrogen, Karlsruhe, Germa-
ny) auf einem Stratagene Mx3005p (Agilent Technologies, Böblingen, Germany) 
durchgeführt.80 
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PCR-Protokoll der Messung des Kölner Labors:  
50º C für 30 Minuten 
95º C für 2 Minuten 
40 Zyklen mit je: 
95º C für 15 Sekunden  
60º C für 30 Sekunden 
 
Die Normalisierung erfolgte wie im Mannheimer Labor im Verhältnis zur Expression 
des Kontrollgens Calmodulin 2 (ΔCt) und wurde als 40-ΔCt, welche mit der mRNA-
Expression des Zielgens korreliert, angegeben. 
 
2.1.9 Agarose-Gelelektrophorese 
Im Optimierungsprozess der RT-PCR und zum Nachweis von cDNA-
Syntheseprodukten kam die Agarose-Gelelektrophorese zum Einsatz, welche Nukle-
insäuren durch Anlegen einer Spannung anhand ihrer Ladung und Größe auftrennt.  
Für die Versuche in dieser Arbeit wurden 2 %ige Agarosegele genutzt. Die Herstel-
lung begann mit der Auflösung von 0,8 g Agarose in 40ml 1 x Tris-Acetat-EDTA-
Puffer (TAE-Puffer) unter Sidehitze in der Mikrowelle gelöst und in eine Gelkammer 
gegossen. Es wurde ein Probenkamm eingesetzt, der nach Polymerisierung des 
Gels wieder entfernt wurde. Im Anschluss wurde das Gel mit 1 x TEA-Puffer über-
gossen.  
Um die Ziel-DNA nach der Elektrophorese im UV-Licht sichtbar zu machen, wurden 
vor der Probenbeladung auf einer Parafilmfolie jeweils 10 µl der DNA-Proben mit 2 µl 
Midori Green Färbelösung vermischt, welche dann in die Geltaschen geladen werden 
konnten. Die beiden Taschen an den Rändern des Gels wurden für die Größenbe-
stimmung der DNA-Proben mit je 10 µl Markern der Größe 1 kbp und 100 bp bela-
den. Für die Elektrophorese wurde für etwa 30 min eine Spannung von ca. 110 V 
angelegt. Anschließend konnten die Banden unter UV-Licht sichtbar gemacht und 
dokumentiert werden.  
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2.2 Statistik 
Die Statistische Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte mit Hilfe des Computer-
programms GraphPad Prism Version 5.0 (La Jolla, CA, USA).  
Zur Erfassung von Häufigkeiten wurden Verfahren der deskriptiven Statistik ange-
wandt. Um unterschiedliche Expressionsniveaus des Her2-Gens mit der Überlebens-
zeit der Patienten zu korrelieren, wurden Überlebensanalysen nach Kaplan-Meier 
durchgeführt. Dabei wurde das krankheitsspezifischen Überleben (DSS – Disease 
Specific Survival) definiert als Zeit zwischen der Erstdiagnose bis zum nachgewiese-
nen Rezidiv der Erkrankung, bzw. Tod. Die Vergleichsgruppen wurden mit dem Log-
Rank-Test auf signifikante Unterschiede verglichen. 
Um die Unterschiede der PCR-Ergebnisse zwischen den einzelnen Messreihen zu 
untersuchen, kam zunächst der Spearman-Korrelationskoeffizient zum Einsatz. Die-
ser misst den linearen Zusammenhang zwischen zwei annähernd normalverteilten 
Variablen. Zur weiteren Darstellung wurden Bland-Altman-Diagramme erstellt, die 
den Zusammenhang zwischen den Differenzen zwischen gepaarten Werten und de-
ren Mittelwert illustrieren.  
Als Signifikanzniveau wurde p<0,05 festgelegt.  
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3 ERGEBNISSE 
3.1 Patientenkohorte 
Von den 128 Patienten der Kohorte konnte bei 45 Patienten intraoperativ keine lym-
phovaskuläre Infiltration nachgewiesen werden, während bei 64 Patienten eine ein-
deutige intraoperative Infiltration und bei 19 Patienten nur in der histopathologischen 
Untersuchung eine Infiltration gezeigt werden konnte. Bei 112 Patienten verblieb der 
postoperative Resektionsrand ohne Tumorrest (R0), während 12 Patienten mikro-
skopische Tumorreste und 4 Patienten einen unklaren Resektionsstatus aufwiesen. 
Ein Patient erhielt eine neoadjuvante Chemotherapie während 15 Patienten eine ad-
juvante Chemotherapie erhielten. Keiner der Patienten wurde im Therapieverlauf be-
strahlt. (Tab. 6) 
 
Tabelle 6: Klinische und histopathologische Charakteristik der untersuchten Patientenkohorte 
Pat.	Kohorte	 abs.	Anzahl	 rel.		(%)	
Insg.	 128	 100	
Urothel-Ca.	 122	 95,3	
Plattenepithel-Ca.	 4	 3,1	
Urothel-Ca.+Plattenepithel-Ca.	 1	 0,78	
	 	 	Todesursache	
	 	Uorthel-Ca.		 47	 36,7	
andere	Urs.		 19	 14,8	
Unbekannt	 26	 20,3	
Perioperativ	 2	 1,6	
	 	 	Age	at	Cx	
	 	Minimum	 39	
	25%	Percentile	 59,25	
	Median	 66	
	75%	Percentile	 73,75	
	Maximum	 93	
	
	 	 	Geschlecht	
	 	Männlich	 98	 76,6	
Weblich	 30	 23,4	
	 	 	Staging	bei	Cx	
	 	pT1	 2	 1,6	
pT2	 37	 28,9	
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pT3	 62	 48,4	
pT4	 23	 18	
pTa	 3	 2,3	
Cis	 1	 1,6	
	 	 	Lymphovaskuläre	Infiltration	
	 	keine	Infiltration	 45	 35,1	
Infiltration	nachgewiesen	 64	 50	
Im	Histologiebericht	 19	 14,8	
	 	 	Resektionsrand	
	 	R0	 112	 87,5	
R1	 12	 9,4	
R2	 0	 0	
R3	 4	 3,1	
	 	 	Therapie	
	 	Cx	 128	 100	
neoadj.	CT	 1	 1,6	
neoadj.	RT	 0	 0	
adj.	CT	 15	 11,7	
adj.	RT	 0	 0	
 
 
3.2 Optimierung RT-PCR 
Zur Optimierung der RT-PCR wurde diese anhand von cDNA der fünf Urothelzellli-
nien Urotsa, UMUC, T24, RT112 und RT4 mit verschiedenen Primerkombinationen 
für das Her2-Gen durchgeführt. In allen Zelllinien zeigte die Kombination He2_26For 
und Her2_27Rev eine deutliche Bande.	Aus diesem Grund wurde diese Kombination 
für die Her2-PCR Messungen mit Patientenproben festgelegt. 
Diverse Versuche mit unterschiedlichen Annealingtemperaturen und Magnesiumkon-
zentrationen ergaben, dass eine Annealingtemperatur von 60°C und eine Extensi-
onszeit von 20-30 Sekunden das beste Ergebnis zeigt.  
Da in früheren Studien im Mammakarzinom für Calmodulin 2 eine ausgeprägte Stabi-
lität und gleichmäßigen Expression unabhängig vom Alter der Testperson gezeigt 
werden konnte, wurde Calmodulin 2 für diese Studie als Haushaltsgen ausgewählt.81  
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3.2.1 Klonierung geeigneter Standards 
Zur Auswahl einer geeigneten Primerkombination für die Klonierung von Standards 
für Her2 und für das Haushaltsgen Calmodulin wurden qualitative RT-PCRs mit ge-
poolter cDNA diverser Urothelkarzinom-Zelllinien anhand verschiedener Primerkom-
binationen durchgeführt. Damit die Standards in nachfolgenden Versuchen für ein 
möglichst breites Spektrum an Her2-Zielabschnitten genutzt werden konnten, wurde 
die Primerkombination mit dem größten Klonierungsprodukt 18f und 30r2 für die Klo-
nierung ausgewählt. Die Primer MP501f und MP501r wurden gleichermaßen für die 
Klonierung von Calmodulin ausgewählt.  
 
Die erfolgreiche Amplifikation der Calm- und Her2-tragenden linearisierten Plasmide 
konnte im Anschluss an die Klonierungsreaktion anhand einer qualitativen PCR im 
Agarosegel nachgewiesen werden. Abb. 4 zeigt das Ergebnis der Gelelektrophorese 
mit den linearisierten Plasmiden, die bei der Klonierung synthetisiert wurden. Es sind 
sowohl für Calm als auch für Her2 eindeutige Banden erkennbar.  
 
 
Abbildung 4: Ergebnis der Gelelektrophorese nach PCR der Klonierungsprodukte. Sowohl für Calm, als auch für 
Her2 ist eine eindeutige Band bei ca. 1kbp bzw. 900 bp sichtbar.  
    
Auch die im Anschluss durchgeführte Sequenzierung der Klonierungsprodukte zeigte 
eine 99-prozentige Übereinstimmung mit dem Her2-Gen. Eine durch ein BLAST-
Programm (Basic Local Alignment Search Tool) des National Center for Biotechnolo-
gy Information durchgeführte Suche nach Übereinstimmung des sequenzierten Klo-
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nierungsprodukts mit einer Variante des Her2-Gens ergab eine Übereinstimmung 
von 963 von 964 Basen. 
Die Sequenzierung des Klonierungsprodukts von Calmodulin ergab ebenfalls eine 
100-prozentige Übereinstimmung mit dem Calmodulin 2-Gen. 
 
3.2.2 Standard-Performance 
Nach Zugabe von Aqua bidest zur Herstellung von Verdünnungen der Größenord-
nungen 2x101 bis 2x106 Plasmide pro µl wurden diese durch eine quantitative 
TaqMan-PCR validiert.  
Das Amplifikationsdiagramm in Abb. 5 zeigt symmetrisch gestaffelte Signalanstiege 
des Her2-Amplifikats bei nahezu linearen Standardkurven mit einem Regressionsko-
effizienten von 0,999 (Abb. 6), was auf eine exakte Verdünnung der Klonierungspro-
dukte schließen lässt. Insgesamt zeigt sich eine sehr genaue und zuverlässige Quan-
tifizierung sowie durchgehende Linearität über den Zielbereich von sechs Zehnerpo-
tenzen. Die Amplifikationsergebnisse der Calm-Proben waren vergleichbar präzise.  
Die in dieser Klonierung entstandene DNA wurde damit als Standard in den PCR-
Läufen mit den Patientenproben eingesetzt. 
 
 
 
Abbildung 5: Amplifikationsdiagramm der Standard-Verdünnungsreihe des Her2-Gens. Zielkonzentration: 2x101 
bis 2x106 Plasmide pro µl. Amplifikation in allen Ansätzen erkennbar. Jeder Ansatz wurde als Doppelbestimmung 
durchgeführt. 
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Abbildung 6: Standardkurvendiagramm der Verdünnung des Her2-Standards. Ct-Werte sind aufgetragen gegen 
die Konzentration des Plasmids. Regressionskoeffizient R2 = 0,999. Die Ansätze wurden jeweils als Doppelbe-
stimmungen durchgeführt. 
 
Die über die Steigungen der Standardkurven berechneten Amplifikationseffizienzen 
lagen für Her2 bei E = 1,97 und für Calm bei E = 2,01.  
 
3.2.3 Inter- und Intra-Assay-Variabilität 
Die Intra-Assay-Variabilität der PCR-Amplifikation lag bei den 13-fach SYBR-Green-
Messungen für die Zelllinie T24 bei 0,563% für Her2 und bei 0,362% für Calmodulin. 
In den Messungen mit den Sonden für Her2 (Her2_27P) und Calmodulin (MP_501P) 
lag die Intra-Assay-Variabilität für die Zelllinie RT112 bei 0,523% für Her2 und bei 
0,058% für Calmodulin. (Tab. 7) 
 
Tabelle 7: Intra-Assay-Variabilität illustriert anhand von Ct-Werten der Zelllinie RT112. Die dargestellten Werte 
sind Mittelwerte der durchgeführten Doppelbestimmungen 
RT112	 		 		
Probennr.	 	Her2	 Calm		
1	 28,79	 25,24	
2	 28,52	 25,25	
3	 28,61	 25,24	
4	 28,82	 25,22	
5	 28,86	 25,25	
6	 28,90	 25,21	
MW	 28,75	 25,24	
SD	 0,15	 0,01	
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Variabilitätskoeffizient	 0,5297%	 0,0585%	
 
Der Inter-Assay-Variabilitätskoeffizient betrug bei den parallel mitbestimmten cDNA-
Proben der Zelllinie T24 für Her2 2,615% und für Calmodulin 1,43% und lag damit 
etwas höher als die Intra-Assay-Variabilität. (Tab. 8) 
 
Tabelle 8: Inter-Assay-Variabilität illustriert anhand von Ct-Werten der Zelllinie T24. Die dargestellten Werte sind 
Mittelwerte der durchgeführten Doppelbestimmungen 
T24	 		 		
Lauf	 Her2	 Calm	
1	 27,67	 25,26	
2	 27,75	 25,44	
3	 27,84	 25,48	
4	 28,06	 26,11	
5	 28,08	 25,81	
6	 28,15	 26,08	
7	 28,21	 26,06	
8	 28,27	 25,86	
9	 28,59	 25,82	
10	 28,59	 25,97	
11	 28,80	 25,16	
12	 28,84	 26,04	
13	 28,89	 25,57	
14	 29,20	 25,55	
15	 29,44	 26,53	
16	 29,47	 26,00	
17	 30,54	 26,28	
MW	 28,61	 25,82	
SD	 0,74815675	 0,36924784	
Variabilitätskoeffizient	 2,61%	 1,43%	
 
 
Zusammengefasst zeigen die Amplifikationseffizienzen und Variabilitätskoeffizienten, 
dass die etablierte PCR über einen breiten dynamischen Bereich von 6 Logstufen 
eine hohe Sensitivität aufweist.  
 
3.3 Ergebnisse der RT-PCR 
3.3.1 Deskriptiv 
Die mediane normalisierte mRNA-Expression war über alle Messreihen vergleichbar. 
Die medianen Ct-Werte waren vor Normalisierung deutlich geringer als nach Norma-
lisierung. Während sich bei den nicht-normalisierten Ct-Werten alle Mediane signifi-
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kant unterschieden, konnte durch die Normalisierung zwischen den beiden Mann-
heimer Messreihen eine Angleichung der Mediane erreicht werden. (Abb. 7) In nicht-
normalisierter Form lag die höchste mediane relative Expression und damit der nied-
rigste mediane Ct-Wert mit 28,36 (SD = 2,3; 95%-KI: 27,10; 29,27) in der Messreihe 
„Mannheim Extraktion und PCR“ vor. Nach Normalisierung zeigte diese Messreihe 
die niedrigste Expression mit einem medianen Ct-Wert von 36,56 (SD = 1,8; 95%-KI: 
36,52; 38,28). Die Messreihe des Kölner Labors „Köln Expression und PCR“ zeigte 
sowohl vor als auch nach Normalisierung eine hohe mediane relative Expression im 
Vergleich zu den anderen beiden Messreihen. Gleichzeitig zeigte sie die breiteste 
Streuung der Werte mit einer Standardabweichung von 2,7 (nicht-normalisiert) bzw. 
2,5 (normalisiert). Nach Integration des Standards konnte bei Bestimmung der abso-
luten Kopienanzahlen kein signifikanter Unterschied zwischen den Mannheimer 
Messreihen festgestellt werden. 
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Abbildung 7: Verteilung der Her2-Expression in den analysierten Messreihen als nicht-normalisierte (oben), nor-
malisierte (mitte) und Absolutwerte (unten). Während die relativen Expressionswerte (oben und mitte) signifikante 
Unterschiede aufweisen, ist die absolute Kopienanzahl (unten) der beiden Messreihen „Mannheim PCR“ und 
„Mannheim Extraktion und PCR“ vergleichbar.  
 
3.3.2 Nach klinischen Eigenschaften der Patienten 
3.3.2.1 Messreihe „Mannheim PCR“ 
Die normalisierte Genexpression der Patientenproben wurde hinsichtlich des Ge-
schlechts, des Tumor-Status (pT), des Tumor-Grades (G), der lymphovaskulären 
Invasion (LVI), des Lymphknotenstatus (N), des Metastasierungsstatus (M) mittels 
Mann-Whitney-Test für zwei unabhängige Stichproben auf signifikante Unterschiede 
getestet. Um Unterschiede in der Genexpression zwischen verschiedenen Alters-
gruppen festzustellen, wurde die Patientenpopulation zunächst in zwei Altersgrup-
pen, größer und kleiner als der Median von 66 Jahren, geteilt. Im Anschluss wurden 
die jüngsten und die ältesten 10% der Patienten miteinander verglichen. Patienten 
mit G1-Tumoren sowie Patienten mit positivem Resektionsrand (R1) kamen aufgrund 
zu geringer Anzahl in der Population nicht zur Darstellung. 
 
Es konnten keine signifikanten Unterschiede in der Genexpression abhängig von den 
genannten Parametern festgestellt werden. (Abb. 8) Beim Vergleich von T3- zu T4-
Tumoren konnte ein nahe signifikanter Unterschied mit einem Signifikanzniveau von 
p = 0,069 nachgewiesen werden.  
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Abbildung 8: Korrelation der normalisierten Her2-Genexpression der Messreihe „Mannheim PCR“ mit klinischen 
und histopathologischen Parametern der analysierten Patienten. Es zeigt sich bei keinem der Parameter ein sig-
nifikanter Unterschied der Her2-Expression. 
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3.3.2.2 Messreihe „Mannheim Extraktion und PCR“ 
Die normalisierte Genexpression der Patientenproben wurde hinsichtlich des Alters, 
des Tumor-Status, des Tumor-Grades, der lymphovaskulären Invasion, des Lymph-
knotenstatus und des Metastasierungsstatus mittels Mann-Whitney-Test für zwei un-
abhängige Stichproben auf signifikante Unterschiede getestet.  
Es konnte für den Lymphknotenstatus ein signifikanter Unterschied in der Genex-
pression festgestellt werden. (Abb. 9) Dabei zeigte sich in der Stichprobe ohne LK-
Befall ein kleinerer Ct-Median (Ct = 36,92) als in der Stichprobe mit multiplen LK-
Metastasen (Ct = 39,73). (p = 0,0169) (Abb. 9) 
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Abbildung 9: Korrelation der normalisierten Her2-Genexpression der Messreihe „Mannheim Extraktion und PCR“ 
mit klinischen und histopathologischen Parametern der analysierten Patienten. Es zeigt sich ein signifikant höhere 
Genexpression bei Patienten mit multiplem LK-Befall im Vergleich zu Patienten ohne LK-Befall.  
 
 
Abschließend lässt sich zusammenfassen, dass keine Korrelation der normalisierten 
Genexpression von Her2 mit klinischen und histopathologischen Parametern nach-
gewiesen werden konnte. Allein der Lymphknotenstatus korrelierte in der Messreihe 
„Mannheim Extraktion und PCR“ mit höheren Ct-Werten.  
 
3.3.3 Überlebensanalyse 
3.3.3.1 Messreihe „Mannheim Extraktion und PCR“ 
Zur Überlebensanalyse nach Kaplan-Meier innerhalb der Messreihe „Mannheim Ex-
traktion und PCR“ wurde das Patientenkollektiv anhand des Mittelwertes der gemes-
senen, normalisierten Ct-Werte der Her2-Genexpression in zwei Gruppen eingeteilt. 
Wie in Abb. 10 dargestellt, hatten Patienten mit einer geringeren Her2-Expression ein 
besseres krebsspezifisches Überleben als Patienten mit höherer Her2-Expression. 
Der Log-Rank-Test ergab einen signifikanten Unterschied der beiden Gruppen. (p = 
0,0273) 
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Abbildung 10: Kaplan-Meier-Kurven für das krebsspezifische Überleben (DSS) der Messreihe „Mannheim Extrak-
tion und PCR“ in Prozent. DSS in Monaten. Das 5-Jahres-Überleben lag für Patienten mit überdurchschnittlicher 
Her2-Expression bei 0%, bei Patienten mit unterdurchschnittlicher Expression bei 85%. p = 0,0273 
 
3.3.3.2 Messreihe „Mannheim PCR“ 
In die Überlebensanalyse nach Kaplan-Meier wurden 105 Patienten der Messreihe 
„Mannheim PCR“ inkludiert. Nach Aufteilung der Patienten in zwei Gruppen mit je 50 
% höherer und geringerer Her2-Genexpression konnte ein signifikanter Unterschied 
zwischen beiden Gruppen hinsichtlich des krebsspezifischen Überlebens (CSS) fest-
gestellt werden. (p = 0,0337) (Abb. 11)  
 
 
 
Abbildung 11: Kaplan-Meier-Kurven für das krebsspezifische Überleben (CSS) der Messreihe „Mannheim PCR“ 
in Prozent. CSS in Monaten. Das 5-Jahres-Überleben lag für Patienten mit hoher Her2-Expression (<36,72) bei 
49,6% und für Patienten mit niedriger Her2-Expression (>=36,72) bei 59,7%. p = 0,0337. 
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Die Darstellung des rezidivfreien Überlebens (RFS) zeigte ebenfalls einen signifikan-
ten Unterschied zwischen beiden Gruppen. (p = 0,01) (Abb. 12)  
 
 
 
Abbildung 12: Kaplan-Meier-Kurven für das rezidivfreie Überleben (RFS) der Messreihe „Mannheim PCR“ in 
Prozent. RFS in Monaten. Das 5-Jahres-Überleben lag für Patienten mit hoher Her2-Expression (<36,72) bei 
29,8% und für Patienten mit niedriger Her2-Expression (>36,72) bei 40%. p = 0,01. 
 
 
3.3.4 Interlaborvergleich 
Statistische Analysen für den Interlaborvergleich wurden ausschließlich anhand der 
Proben durchgeführt, die sowohl durch die TaqMan-PCRs als auch durch die Versu-
che des Partnerlabors quantifizierbare Ergebnisse lieferten. Die Korrelationsanalysen 
erfolgten mit nicht-normalisierten und normalisierten Ct-Werten (40-DCT) sowie mit 
über die Standardreihe ermittelten Werten der absoluten Kopienanzahl im Verhältnis 
zum Haushaltsgen (Her/Calm-Ratio).   
 
3.3.4.1 Vergleich „Mannheim Extraktion und PCR“ mit „Mannheim PCR“ 
Insgesamt wurden für diesen Vergleich 18 Proben in die Analyse inkludiert, deren 
Expressionswerte in beiden Messreihen bestimmt worden war. Die Korrelationsana-
lyse zeigte bei den normalisierten Werten im Gegensatz zu den nicht-normalisierten 
Ct-Werten eine signifikante Korrelation (p = 0,0056 vs. 0,0827)) sowie einen höheren 
Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten (0,62 vs. 0,42). (vgl. Abbildung 17 im An-
hang)  
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Darüber hinaus ergab die Korrelationsanalyse der über die Integration des Standards 
ermittelten Absolutwerte einen höheren Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten als 
die ermittelten Ct-Werte. (0,62 vs. 0,87) (Abb. 13) 
 
  
Abbildung 13: Korrelationsdiagramm der Messreihen „Mannheim Extraktion und PCR“ und „Mannheim PCR“ für 
Her2 als 40- Ct (links) und absolute Her2/Calm-Ratio (rechts). Der Spearman-Rangkorrelationskoeffizient liegt für 
die absolut bestimmten Werte mit 0,87 höher, als für die Ct-Werte mit 0,62. p < 0,0001 vs. = 0,006. Die Verzer-
rung der Korrelationsgerade im rechten Bild entsteht durch die Logarithmierung der auf die unlogarithmierten 
Originalwerte gelegten Gerade.  
 
Die Darstellung der Korrelationen auf Bland-Altman-Diagrammen zeigt, dass die 
Übereinstimmung der Messreihen bei niedriger Her2-Expression besser ist als bei 
höherer Her2-Expression. (Abb. 14) Weiterhin fällt der Übereinstimmungsbereich 
(„95% Limits of Agreement“, 95%-LA) bei normalisierten Ct-Werten deutlich enger 
aus, als bei nicht-normalisierten Ct-Werten. (-10,6; 5,7 vs. -2,6;4,7) (vgl. Abb. 18 im 
Anhang) Der 95%-Übereinstimmungsbereich begrenzt den Mittelwert der Differenzen 
+-1,96 Standardabweichungen und indiziert den Bereich, in dem 95 % der Differen-
zen bei zukünftigen Messungen erwartet werden.  
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Abbildung 14: Bland-Altman-Diagramm der Messreihen „Mannheim PCR“ – „Mannheim Extraktion und PCR“ als 
normalisierte Ct-Werte (li) und absolute Kopienanzahl als Verhältnis von Her2 zu Calm (re). Durch die Normalisie-
rung verringert sich die Varianz der Differenzen, die durch den 95%-Übereinstimmungsbereich (95%Limits of 
Agreement) abgebildet wird. 
 
3.3.4.2 Vergleich „Mannheim PCR“ mit „Köln Extraktion und PCR“ 
Von den 86 überschneidenden Datenpaaren konnten bei mangelnder Ergebnisquali-
tät für diesen Vergleich insgesamt 80 Proben in die Analyse inkludiert werden. 
Grundsätzlich zeigte sich für den Vergleich der in Mannheim gemessenen Proben mit 
den im Kölner Labor gemessenen Proben eine schwächere Korrelation als gegen-
über den in Mannheim durchgeführten Messreihen. (s.o.) 
 
Es ergab sich sowohl für nicht-normalisierte als auch für normalisierte Werte eine 
signifikante Korrelation zwischen beiden Messreihen. (p = 0,0021 vs. <0,0001, vgl. 
Abb. 18 im Anhang) Der Spearman-Rangkoeffizient für die normalisierten Ct-Werte 
lag bei 0,51 und damit niedriger als beim Vergleich der beiden Mannheimer Messrei-
hen (0,62). (Abb. 15)  
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Abbildung 15: Korrelationsdiagramm der Messreihen „Köln Extraktion und PCR“ und „Mannheim PCR“ für Her2 
als nicht-normalisierte (links) und zu Calm normalisierte Ct-Werte (rechts). Der Spearman-
Rangkorrelationskoeffizient liegt für die normalisierten Werte mit 0,51 höher als für die nicht-normalisierten Werte 
mit 0,36. p < 0,0001 vs. p = 0,0021 
 
Die Gegenüberstellungen zeigen, dass die Messreihen im Interlaborvergleich durch-
gehend signifikante Korrelationen aufweisen. Dabei wurden in den Vergleichen zum 
Partnerlabor in Köln schwächere Korrelationen verzeichnet als beim Vergleich der in 
Mannheim erhobenen Daten. 
Darüber hinaus konnten sich die Varianzen zwischen separat durchgeführten Ver-
suchsreihen durch die Integration eines externen Standards sowie durch Normalisie-
rung anhand eines Haushaltsgens verringern lassen. Im Bereich niedriger Her2-
Expression konnte eine größere Übereinstimmung der Messreihen festgestellt wer-
den als im Bereich höherer Her2-Expression.  
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4 DISKUSSION 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression des Her2-Gens auf mRNA Ebene in 
muskelinvasiven Urothelkarzinomen untersucht, um 1.) die Assoziation des Expres-
sionsgrades mit der Histopathologie und dem klinischen Verlauf der Patienten zu be-
stimmen, 2.) die dynamische Breite und Sensitivität der RT-PCR zu evaluieren und 
3.) die Varianz und Sensitivität der Expressionsmessung im Interlaborvergleich zu 
charakterisieren.  
 
4.1 Prognostische Rolle von Her2 im Urothelkarzinom 
4.1.1 Klinische und histopathologische Parameter 
Es zeigen sich in den Stichproben nur vereinzelt signifikante Unterschiede der Her2-
Genexpression hinsichtlich der ausgewählten Parameter. Diese Ergebnisse stimmen 
mit den Erkenntnissen anderer Studien überein, in denen keine oder nur eine geringe 
Konkordanz des mRNA-Expressionsstatus mit einzelnen klinischen und histopatho-
logischen Parametern der Patienten festgestellt wurde.74, 82, 83 Ursächlich dafür könn-
te sein, dass die durch die RT-PCR gemessene Expression der Her2-RNA keine au-
tomatische Voraussetzung für die Expression des funktionellen Her2-Proteins ist. 
Tatsächlich kann sich die Höhe der Genexpression durch posttranslationale, bisher 
unbekannte Mechanismen deutlich von der Menge des vorhandenen Proteins unter-
scheiden.84 Darüber hinaus wurde berichtet, dass eine gesteigerte Her2-RNA-
Expressionsrate nur gemeinsam mit gleichzeitig gesteigerten Her3- und Her4-
Expressionsraten mit einer schlechteren Prognose der Patienten assoziiert ist.82 Die 
gleichzeitige Evaluierung der RNA-Expression anderer Wachstumsfaktorrezeptoren 
in großen multizentrischen Studien kann daher als potentieller Fokus weitergehender 
Forschung die Validität dieser Aussagen überprüfen. Überdies wurde gezeigt, dass 
nicht nur der mRNA-Expressionsstatus, sondern auch die mittels IHC und FISH ge-
messenen Proteinexpression bzw. Genamplifikation eine geringe Konkordanz zum 
klinischen Outcome der Patienten zeigt.74, 85  
 
Basis der molekulargenetischen Analyse in dieser Arbeit war ein an der Universi-
tätsmedizin Mannheim rekrutiertes Patientenkollektiv von 128 zystektomierten 
Urothelkarzinom-Patienten. Die Rahmendaten des Kollektivs umfassen Angaben zu 
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Alter, Geschlecht, und histopathologischem Ausprägungsgrad des Tumors (Status, 
Grade, Metastasierung, Lymphknotenstatus, lymphovaskuläre Invasion). Dabei wur-
de keine weitere Einteilung der Karzinome in Tumorsubtypen vorgenommen. Jünge-
re Studien zeigen jedoch, dass die molekulare Typisierung in luminale und basale 
Subtypen durchaus prognostische und therapeutische Relevanz haben kann.86 Dar-
über hinaus sind die histopathologischen Eigenschaften innerhalb des genutzten Pa-
tientenkollektivs ungleich verteilt: lediglich 2 Patienten hatten einen pathologisch ge-
sicherten T1-Status und nur ein einziger Patient war von einem Carzinoma in Situ 
betroffen. Vor allem eine weitere, genauere Evaluation hinsichtlich spezifizierter pa-
thologischer und molekularer Tumorsubtypen, v.a. in luminale und basale Karzinome, 
kann hier weitere Erkenntnisse bezüglich einer Assoziation zu klinischen Parametern 
liefern.  
 
Eine weitere Limitation stellt die Retrospektivität der Arbeit dar. Diese begrenzt die 
Validität der Ergebnisse und erschwert Aussagen über Kausalzusammenhänge. 
Gleichzeitig beschränkt sich diese Arbeit auf die Beurteilung einer einzigen Methode 
zur Evaluation des Her2-Status. Um weitere Einblicke in die Zusammenhänge zwi-
schen Messmethoden und klinischen Parametern der Patienten zu erhalten, sollten 
prospektive Studien mit einer größeren Studienpopulation und Teststärke durchge-
führt werden.  
 
4.1.2 Her2-spezifisches Tumorüberleben 
Anders als bei der Korrelation zu histopathologischen Parametern zeigte die Überle-
bensanalyse nach Kaplan-Meier signifikant verringerte 5-Jahres-Überlebensraten für 
Patienten mit hohem Her2-Genexpressionsstatus. Diese Ergebnisse bestätigen eine 
hohe Her2-Expression als ungünstigen Prognosefaktor für Patienten mit muskelinva-
sivem Urothelkarzinom nach radikaler Zystektomie. Einige Studien mit IHC und FISH 
wiesen bisher ähnliche Korrelationen auf.72  
Vergleichbare Ergebnisse sind auch für Mamma- und Magenkarzinom bekannt, bei 
denen eine zielgerichtete Therapie mit Trastuzumab oder Lapatinib erfolgreich das 
tumorspezifische Überleben verlängern kann.70, 87, 88 Auch im Urothelkarzinom ist für 
einzelne Patienten ein Ansprechen auf derartige Therapieregime beschrieben.89, 90 
Eine Phase-II-Studie zeigte ein prolongiertes progressionsfreies Überleben sowie 
Gesamtüberleben bei Kombinationstherapie mit Trastuzumab, Paclitaxel, Carboplatin 
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und Gemcitabine.90 Auf der anderen Seite existieren auch negative Therapiestudien 
für Her2-überexprimierte Karzinome.70, 91 Dabei wird unter anderem die Fokussierung 
auf IHC und FISH in bisherigen Therapiestudien für das fehlende Ansprechen auf die 
gegen Her2 gerichteten Therapien verantwortlich gemacht. Ungeeignete Einschluss-
kriterien, wie z.B. inadäquate Cutoff-Level, können dabei die Aussagekraft der Er-
gebnisse einschränken. Weitere Gründe für die negativen Ergebnisse der Studien 
sind beschriebene Mutationen, Fusionsgene und Copy Number Variations (CNVs).39, 
40, 84, 92 Darüber hinaus sind Unterschiede der Tumorpathologien zwischen Tu-
morsubtypen innerhalb der Kohorte relevant. So ist das in ca. 5 % der Fälle auftre-
tende mikropapilläre Urothelkarzinom mit einer höheren Her2-Alterationsrate (30 - 40 
%) und einer schlechteren Prognose assoziiert.93 Eine weitergehende Analyse von 
Alterationen auf DNA, RNA und Proteinlevel über IHC und FISH hinaus kann daher 
für die Patientenselektion zielgerichteter Therapien nützlich sein und um die Rele-
vanz von Her2 als Kanzerogen und therapeutisches Target im Urothelkarzinom zu 
bestimmen. 
 
Neben den klassischen Trastuzumab-basierten Therapieregimen werden derzeit al-
ternative Kombinationswirkstoffe, wie z.B. Trastuzumab-Emtansin (T-DM1), zur Be-
handlung des Urothelkarzinoms evaluiert. Präklinische Studien an Urothelkarzinom-
Zelllinien zeigten dabei signifikante antitumoröse Effekte, sogar an Cisplatin-
resistenten Zellen.77 Darüber hinaus konnte der Tyrosinkinaseinhibitor Afatinib in ei-
ner Phase-II-Studie das progressionsfreie Überleben von Her2-überexprimierten Pa-
tienten ebenfalls verlängern.94 Ebenso konnte eine Korrelation von karzinomspezifi-
schem Überleben mit der mittels PCR gemessenen Ko-Expression von Her2 und 
Her3/Her4 gezeigt werden.82 So zeigen Patienten mit hoher Her2-Expression und 
hoher Her3- und Her4-Expression eine bessere Prognose als Patienten mit hoher 
Her2-, aber niedriger Her3- und Her4-Expression.  
Um die Variabilität des Urothelkarzinoms hinsichtlich seines Ansprechens auf diverse 
Therapieansätze weiter zu untersuchen, ist auch hier eine weitere Spezifizierung von 
Tumorsubtypen sinnvoll.  
 
4.2 Die RT-PCR als Methode zur Evaluation des Her2-Status 
Der quantitative Nachweis auf mRNA-Ebene bietet den Vorteil einer hohen Sensitivi-
tät, welche durch das untere Detektionslimit repräsentiert wird. In den Versuchen 
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wurde dieses mit 101 Kopien für Her2 und Calmodulin identifiziert. Darüber hinaus 
konnte mit Variabilitätskoeffizienten von 0,563% (T24) und 0,523% (RT112) für Her2 
sowie 0,362% (T24) und 0,058% (RT112) für Calmodulin eine niedrige Intra-Assay-
Variabilität innerhalb der Messreihe „Mannheim PCR“ erreicht werden (Tab. 7). 
Ebenso war auch der Inter-Assay-Variabilitätskoeffizient mit 2,615% für Her2 und für 
1,43% für Calmodulin sehr niedrig (Tab. 8), was für eine für beide Zielgene durchweg 
hohe Reproduzierbarkeit dieser Messreihe spricht und mit vergleichbaren TaqMan-
Assays aus der Literatur übereinstimmt.95, 96 
 
Grundsätzlich zeigte sich eine bessere Übereinstimmung der beiden in Mannheim 
durchgeführten Messreihen untereinander als im Vergleich zur Messreihe „Köln Ex-
traktion und PCR“. So zeigen die Korrelationsdiagramme für normalisierte Ct-Werte 
für den Vergleich der Mannheimer Messreihen einen Rangkorrelationskoeffizienten 
von 0,62 und für Absolutwerte 0,87, während der Koeffizient für den Vergleich der 
Messreihen „Mannheim PCR“ und „Köln Extraktion und PCR“ 0,51 beträgt. (Abb.13 
und 18) 
Darüber hinaus ergab sich ein höherer Spearman-Rangkorrelationskoeffizient bei 
den per Standard ermittelten Absolutwerten als bei den relativen Ct-Werten (r = 
0,8719 vs. 0,6244) für den Vergleich der Messreihen „Mannheim PCR“ und „Mann-
heim Extraktion und PCR“. Die Etablierung eines Standards konnte damit eine bes-
sere Vergleichbarkeit im Sinne der Inter-Labor-Präzision herbeiführen.  
  
Ebenso ergab sich bei Werten, die zum Referenzgen Calmodulin normalisiert waren, 
ein höherer Rangkorrelationskoeffizient (0,36 vs. 0,51) sowie ein engerer 95%-
Übereinstimmungsbereich im Bland-Altman-Diagramm (-4,46; 6,39 vs. -6,84; 1,86 
und -10,6; 5,7 vs. -2,6; 4,7), d.h. eine geringere Variabilität der Differenzen zwischen 
den korrespondierenden Wertepaaren der Messreihen. Auch die Normalisierung 
konnte damit Präzision und Reliabilität steigern. Dennoch sind die 95%-
Übereinstimmungsbereiche der Bland-Altman-Diagramme zwischen den einzelnen 
Messreihen trotz Normalisierung zum Referenzgen vergleichsweise weit. Die Variabi-
lität von bis zu 6 Zyklen (Abb. 14) entspricht sechs Zweierpotenzen des Ausgangs-
materials und deutet auf hohe Differenzen zwischen korrespondierenden Wertepaa-
ren hin, während die durchschnittliche Korrelation, beschrieben durch den Spe-
arman-Koeffizienten, durchgehend signifikant ist.  
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Zusammenfassend konnten zufriedenstellende Inter- und Intra-Labor-Variabilitäten 
erreicht werden. Eine Verbesserung der Korrelationen wurde durch die Integration 
von Standards erreicht.  
 
Ursächlich für die ausgeprägte Variabilität können zum einen methodische Unter-
schiede der Messungen sein, wie z.B. die Nutzung unterschiedlicher Protokolle mit 
differenten Schmelztemperaturen und Magnesium-Konzentrationen zwischen dem 
eigenen und dem Kölner Labor. Die Polymerasekettenreaktion ist eine in vielen Be-
reichen der molekularen Medizin etablierte Methode zur Amplifikation von Genmate-
rial. Nichtsdestotrotz ist sie durch die Abhängigkeit von multiplen Faktoren sensibel 
und stark störanfällig. Diverse Faktoren, wie schwankende Templatemengen, Verun-
reinigungen, die Ausbildung von Primer-Dimeren, Temperaturschwankungen und 
Fehler in der Auswertungstechnik, können die Genauigkeit der PCR enorm beein-
flussen. Auch die Nutzung unterschiedlicher Primer kann durch alternierte Bindungs-
affinität und Effizienz veränderte PCR-Resultate ergeben. Um derartige Störfaktoren 
zu minimieren, wurden die Versuche initial durch gezielte Einstellung kritischer Fakto-
ren, wie Selektion geeigneter Primer, Annealingtemperatur, Menge des zugegebe-
nen Magnesiums und Herstellung eines externen Standards für die gewünschte Fra-
gestellung optimiert. Die Inter- und Intra-Assay-Variabilitäten zeigten dabei zufrie-
denstellende Amplifikationseffizienzen. Dennoch bleibt durch die hohe Störanfällig-
keit ein minimierter Grad an Unsicherheit, welche die Analysebedingungen erschwe-
ren kann. 
 
Bei der Herstellung geeigneter Standards sowie zur Bestimmung der Inter-Assay-
Variabilität der RT-PCR wurden aus Tumorgewebe etablierte Zelllinien eingesetzt. 
Die Arbeit mit Zelllinien ist eine der meist genutzten Methodologien zur Erforschung 
molekularer Mechanismen. Die Übertragbarkeit der im Rahmen der Kultivierung ge-
wonnenen Ergebnisse auf die tatsächlichen Gegebenheiten in vivo ist jedoch einge-
schränkt. Durch die Züchtung über viele Generationen und den damit verbundenen 
Selektionsdruck bei der Etablierung können Mechanismen der Resistenzbildung zur 
molekularen Veränderung der Zellkonformität führen. Die so entwickelten Unter-
schiede zum Ausgangsgewebe können zu einer Diskrepanz von in vitro zu in vivo 
gewonnenen Ergebnissen führen.  
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Darüber hinaus erfolgten die PCRs an FFPE-Tumorproben, die trotz direkter Ausst-
anzung aus dem Tumorgewebe auch Nukleinsäuren von nicht-Tumorzellen enthalten 
können, z.B. von Stroma- oder Entzündungsstellen. Diese Verdünnung des Tumor-
zellanteils kann dazu führen, dass die tatsächliche Menge der Her2-mRNA unter-
schätzt und damit die Aussagekraft einer Quantifizierung auf Genebene einge-
schränkt wird. Durch eine Laser-Mikrodissektion mit Exzision suspekt erscheinender 
Zellen aus dem Präparat könnte eine exaktere Bestimmung der gewünschten mRNA-
Konzentration erreicht werden.97 Überdies wurden die Expressionsdaten der Mess-
reihe „Mannheim Extraktion und PCR“ aus neuen Schnitten derselben FFPE-Blöcke 
gewonnen. Die wiederholte Aufbereitung derselben Blöcke kann dazu führen, dass 
sich die Ausgangskonzentration der Nukleinsäure-Targets in den makroskopisch al-
ternierenden Schnitten unterscheidet.98 Gleichzeitig birgt die Einbettung von Gewe-
beproben in Formalin auch ein Degenerationsrisiko für Nukleinsäuren. Auch gewe-
bespezifische Enzyme sowie die Dauer und Temperatur der Archivierung haben 
Auswirkungen auf die Stabilität der RNA.99 
 
Neben der Stabilität des Ausgangsmaterials kommt auch der Auswahl der Referenz-
gene eine wichtige Bedeutung zu. Durch die Bestimmung der Ziel-RNA im Verhältnis 
zur RNA des Referenzgens sollen Schwankungen in der Menge des Ausgangsmate-
rials zwischen verschiedenen Proben ausgeglichen werden. Dem unterliegt die An-
nahme, dass das Referenzgen in allen Zellen kontinuierlich im selben Umfang expri-
miert wird. Die Normalisierung zu einzelnen Referenzgenen ist allgemeinhin als etab-
lierte Methode anerkannt, wird aber dennoch für die stark schwankenden RNA-
Levels in vielen Gewebearten, unabhängig vom Referenzgen selbst, kritisch gese-
hen.100 Dennoch wurde in dieser Arbeit eine höhere Inter-Labor-Präzision durch 
Normalisierung zum jeweils gleichen Referenzgen (Calmodulin) erreicht. Durch die 
Einbeziehung weiterer etablierter Referenzgene, wie z.B. Glycerinaldehyd-3-
Phosphatdehydrogenase (GADPH) oder Phosphoglycerokinase (PGK), könnten die-
se Ergebnisse zusätzlich validiert werden.  
 
Weiterhin problematisch ist die Nutzung unterschiedlicher Versuchsprotokolle und 
z.T. auch Versuchsmaterialien bei der Durchführung der Messungen. Während die in 
Mannheim durchgeführten Versuche sich lediglich in Konzentration und Volumen der 
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einzelnen Bestandteile der Reaktionsansätze unterschieden, erfolgten die Versuche 
im Labor in Köln nach einem differenten Protokoll und mit dem PCR-Gerät eines an-
deren Herstellers. Obwohl die relative Expression der einzelnen Proben zueinander 
unabhängig vom Gerät messbar sein sollte, könnten die Spezifitäten hinsichtlich 
Sensitivität und Reliabilität der Geräte insbesondere bei der Messung absolut quanti-
fizierter DNA-Stränge zu inkongruenten Übereinstimmungen führen.  
 
Die starke Laborabhängigkeit von Her2-Detektionsresultaten ist nicht neu: Es werden 
für Immunassays beim Mammakarzinom Fehlerquoten von bis zu 26% 
angegeben.101 Gleichzeitig wurde gezeigt, dass die diagnostische Variabilität dieser 
Assays durch Einführung standardisierter histologischer Kriterien deutlich reduziert 
werden konnte, was zur Definition der ACSO-Färbestandards führte (s. Einleitung S. 
8). Eine Standardisierung in RT-PCR Assays kann einerseits durch die in dieser Ar-
beit erfolgte Integration von Standardverdünnungsreihen, andererseits durch die De-
finition von Standardprotokollen und einheitlichen Materialien und Reagenzien um-
gesetzt werden. Letzteres ist jedoch bei dem ausgedehnten Angebot der auf dem 
aktuellen Markt erhältlichen Produkte eine eher unrealistische Vision. Darüber hinaus 
könnte eine Standardisierung über die Einführung von externen Kontrollen erreicht 
werden, die in absoluten Werten – basierend auf validierten Referenzmaterialien mit 
bekanntem Wert – verankert sind. Ein derartiger Kontrollwert existiert bereits zur 
Kontrolle der Ansprechrate auf Chemotherapeutika bei chronischer myeloischer Leu-
kämie.102 Hierbei wurde ein internationaler Standard definiert, welcher den Abgleich 
laborspezifischer Ergebnisse unter Beibehaltung der eigenen etablierten Methodik 
erlaubt. Der Abgleich erfolgt mittels laborspezifischer Konversionsfaktoren, die durch 
den Austausch von Proben mit Referenzlaboren ermittelt werden.103  
 
Neben der Variabilität innerhalb von RT-PCR Assays existiert Unklarheit bezüglich 
der Korrelation der RT-PCR mit anderen Methoden zur Her2-Expressionsanalyse. 
Während die Ergebnisse von IHC und FISH im Mammakarzinom in den meisten Stu-
dien übereinstimmen, zeigt die durch die RT-PCR gemessene mRNA-Expression 
oftmals keinen klaren Zusammenhang zur Proteinexpression.51, 52, 104 Aus diesem 
Grund wird die Nutzung der RT-PCR auch in der Her2-Diagnostik des Mammakarzi-
noms zur klinischen Patientenselektion bislang aufgrund fehlender Evidenz bezüglich 
der Überlegenheit zu alternativen Testverfahren nicht empfohlen.105 Im Urothelkarzi-
Diskussion 
47 
nom hingegen scheint die Korrelation zwischen IHC und FISH geringer zu sein als im 
Mammakarzinom.106, 107 Ebenso ist auch die Konkordanz von PCR mit IHC und FISH 
schwankend.108, 109 Im Urothelkarzinom wurden Vergleichsstudien jedoch bislang nur 
mit RT-PCR auf der Basis von DNA-Proben durchgeführt.108, 109 Vor diesem Hinter-
grund können weitergehende komparative Studien mit Reverse Transkriptase RT-
PCR auf mRNA-Basis Aufschlüsse über diverse Methodologien zur klinischen Pati-
entenselektion im Urothelkarzinom liefern.  
 
Neben Variabilitäten im Interlaborvergleich und einzelnen aufgezeigten Schwächen 
zeigen die hohe Sensitivität über einen breiten dynamischen Bereich und die gute 
Reproduzierbarkeit, dass die RT-PCR zur Analyse des Her2-Status aus technischer 
Sicht eine zuverlässige Methode ist. Die Inter-Assay-Variabilität der relativen Amplifi-
kationswerte lag in dieser Arbeit durchgehend bei < 3%, die Intra-Assay-Variabilität 
sogar bei < 1%. Sie liegt damit deutlich unter den Koeffizienten anderer Her2-PCR-
Assays.97, 110 Gleichzeitig konnten hohe Amplifikationseffizienzen von E = 2,01 
(Calm) und E = 1,97 (Her2) erreicht werden. Auch diese Ergebnisse sprechen für 
eine reliable Quantifizierung der Her2-PCR und entsprechen den Aussagen anderer 
Autoren nach Entwicklung ähnlicher TaqMan PCR-Assays.111 Neben Sensitivität und 
dynamischer Breite zeigt die Analyse mittels RT-PCR eine geringere Untersucherab-
hängigkeit im Vergleich zur IHC.50 Weitere Vorteile der PCR gegenüber IHC/FISH 
sind insbesondere ihre Effizienz durch simultane Bestimmung multipler Proben in 
einem PCR-Lauf, die starke Standardisierung und die automatische Kalkulierung der 
Ergebnisse im Computer. Darüber resultieren die geringen Kosten der Methode in 
einer überlegenen Kosteneffektivität.112 
 
Die erhobenen RT-PCR Daten zeigen, dass die quantitative RT-PCR eine sensitive 
und reliable Methode mit hoher dynamischer Breite zur Detektion von Her2 im 
Urothelkarzinom ist, deren Validität jedoch durch den Nutzen unterschiedlicher Pro-
tokolle, Reagenzien und Geräte eingeschränkt ist. Es wird deutlich, dass eine Stan-
dardisierung im Sinne definierter Richtlinien zur Durchführung und Auswertung von 
RT-PCR-Versuchen bei der Expressionsanalyse im Urothelkarzinom zur klinischen 
Entscheidungsfindung notwendig ist.  
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4.3 Ausblick 
Neben der technischen Zuverlässigkeit sind vor dem Hintergrund der vorhandenen 
Varianz der Expressionsergebnisse weitere Bemühungen zur Standardisierung der 
RT-PCR erforderlich. Eine weitere Validierung der Genexpressionsdaten mittels IHC, 
FISH oder Western Blot ist notwendig, um weitere Klarheit bezüglich der methodi-
schen Unsicherheiten zu schaffen. 
Ebenfalls zur weiterführenden Validierung könnten Studien mit Kontrollgruppen die-
nen, die dem Zielkollektiv eine gesunde Kohorte gegenüberstellen. So kann die tat-
sächliche Situation des Her2-Status im Urothelkarzinom im Vergleich zur gesunden 
Bevölkerung evaluiert werden. Bei der klinischen Entscheidungsfindung ist neben der 
mehrfach erwähnten Standardisierung von Versuchsprotokollen zudem die Definition 
einheitlicher Cutoff-Werte sinnvoll, um eine klare Stratifizierung von Expressionsprofi-
len hinsichtlich ihrer Eignung für auf Her2 gerichtete Therapien zu ermöglichen.  
 
Es erscheint unwahrscheinlich, dass zukünftig einzelne molekulare Marker für The-
rapieentscheidungen und Prognosebestimmungen komplexer Neoplasien ausrei-
chen. Mit Microarrays und Multigenpanels sind bereits erste Schritte zur simultanen 
Analyse multipler genetischer Abberationen unternommen worden. Jedoch gehen 
pathogenetische Mechanismen weit über das Feld rein genetischer Veränderungen 
hinaus. Studien wie die vorliegende können bei Ursachen- und Methodenforschung 
helfen.  
 
Trotz des klaren Individualisierungstrends in der modernen Medizin sollten Hand-
lungsempfehlungen immer aus der Zusammenschau aller klinischen und labormedi-
zinischen Befunde heraus getroffen werden. Die medizinische Forschung fokussiert 
sich oftmals auf Daten zu harten Endpunkten, wie Hospitalisierungen und Mortalität, 
die keinesfalls die tatsächliche Lebenssituation der Patienten widerspiegeln. Die ver-
stärkte Rücksichtnahme auf die subjektiv empfundene Lebensqualität hinsichtlich 
neuer therapeutischer Verfahren und Arzneimittel erscheint insbesondere im Sinne 
einer patientennahen Versorgung sowie aus gesundheitsökonomischer Perspektive 
äußerst notwendig. Schlussendlich sollte jedoch immer der Wille des Patienten aus-
schlaggebend für das ärztliche Handeln sein.  
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5 ZUSAMMENFASSUNG 
In Mamma- und Magenkarzinom konnten zielgerichtete Therapien gegen den epi-
dermalen Wachstumsfaktorrezeptor Her2/neu in den vergangenen Jahren die Morta-
litätsraten erheblich verringern. Im Vergleich dazu weist das Urothelkarzinom der 
Harnblase aufgrund seiner hohen Rezidiv- und Progressionsrate und fehlender ziel-
gerichteter Behandlungsansätze nach wie vor hohe Mortalitätszahlen auf. Dabei exis-
tieren diskrepante Daten zur (Über-)Expression von Her2 auf den Karzinomzellen, 
die u.a. auf die Nutzung unterschiedlicher Methodologien und laborspezifischer Pro-
tokolle bei der Detektion der Her2-Rezeptoren zurückgeführt werden können. Gleich-
zeitig wird diskutiert, inwiefern die Genexpression von Her2 tatsächlich mit dem his-
topathologischen und klinischen Outcome der Patienten korreliert. Ziel der vorliegen-
den Arbeit war es, mittels sensitiver quantitativer Reverse-Transkriptase Polymeras-
ekettenreaktion den Her2-Rezeptorstatus an einer retrospektiven Patientenkohorte 
mit muskelinvasivem Karzinom zu erheben und mit den histopathologischen und kli-
nischen Parametern zu korrelieren. Darüber hinaus sollte die RT-PCR als Detekti-
onsmethode für die Her2-Expression evaluiert und über den Vergleich verschiedener 
Messreihen innerhalb der Kohorte der Einfluss differenter Versuchsbedingungen und 
–protokolle auf die Korrelation der Messreihen untereinander ermittelt werden.  
 
Mittels Reverser-Transkriptase Polymerasekettenreaktion wurde die Her2-Expression 
anhand von bereitgestellten RNA-Proben eines Kollektivs mit 128 Urothelkarzinom-
patienten mit muskelinvasiven Tumoren nach Radikaler Zystektomie analysiert. Eine 
zweite Messreihe erfolgte mittels eigener RNA-Extraktion und alternierter Reverser-
Transkriptase Polymerasekettenreaktion bei einer Subpopulation des Kollektivs. An-
hand einer Datenbank mit klinischen und histopathologischen Daten des Patienten-
kollektivs wurden die Expressionsergebnisse bezüglich ihres Zusammenhangs mit 
den entsprechenden Outcome-Parametern der Patienten ausgewertet. Es erfolgte 
außerdem eine Analyse nach krebsspezifischem Überleben. Darüber hinaus erfolgte 
eine Korrelationsanalyse der beiden durchgeführten Messreihen untereinander sowie 
mit einer Referenzmessreihe eines Partnerlabors. 
 
Es zeigte sich nach der Etablierung der RT-PCR eine hohe Sensitivität der Versuche 
über den gesamten Bereich von 6 Log-Stufen mit niedrigen Inter- und Intra-Assay-
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Variabilitäten. Dennoch zeigte sich in der Expressionsanalyse von Her2 eine Hetero-
genität des Expressionsmusters mit Streuung der Ct-Werte. Klinisch sowie histopa-
thologisch präsentierte sich in einer der Messreihen für den Lymphknotenstatus eine 
positive Assoziation zu hoher Her2-Expression. Die Überlebensanalyse zeigte eine 
signifikant positive Korrelation zum Her2-Status. In der Korrelationsanalyse konnte 
eine signifikante Übereinstimmung der Messreihen festgestellt werden. Durch Nor-
malisierung und die Einbringung eines externen Standards konnte die Übereinstim-
mung dabei unter den Messreihen deutlich gesteigert werden. Der Vergleich mit der 
Messreihe in einem anderen Labor erbrachte schwächere Übereinstimmungen.  
 
Es besteht ein geringer Zusammenhang der Her2-Expression mit den klinisch-
histopathologischen Patientendaten. Die Inter- und Intra-Assay-Variabilität sowie die 
Korrelationsanalyse zwischen den einzelnen Messreihen in dieser Arbeit zeigen, 
dass die RT-PCR aus technischer Hinsicht eine reliable und sensitive Methode mit 
hoher dynamische Breite zur Bestimmung des Her2-Status im Urothelkarzinom ist, 
wobei in dieser Pilotstudie durchaus Varianzen bei der Datengewinnung durch die 
Nutzung verschiedener Protokolle erzeugt wurden. Damit weist diese Studie auf die 
Notwendigkeit definierter Laborstandards und eine Standardisierung der diagnosti-
schen Testung mittels RT-PCR hin. Im Vergleich zu alternativen Detektionsmetho-
den, wie Immunhistochemie oder Floureszenz-in-Situ-Hybridisierung, bleibt bis zur 
Einführung einer RT-PCR für die Her2-Detektion im Sinne der klinischen Nutzbarkeit 
für das Urothelkarzinom Bedarf an weiteren Untersuchungen.  
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7 TABELLARISCHER ANHANG 
7.1 Material 
7.1.1 Geräte 
Tabelle 9: Geräte 
Geräte Hersteller  
Electrophorese Power Supplyer Consort  Consort bvba, Turnhout, Belgien 
Gefrierschrank -80°C,  Heraeus, Hanau, Deutschland 
Gefrierschrank -20°C Liebherr, Bulle, Schweitz 
Gelsystem 
Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen,  
Deutschland 
Geldokumentationssystem  Bio-Rad Laboratories, München, Deutschland 
Inkubator Binder, Tuttlingen, Österreich 
Kühlschrank -4°C Liebherr, Bulle, Schweitz 
Minispin-Zentrifuge Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Minizentrifuge Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland 
Molecular Imager GelDoc XR+ BioRad, Hercules, U.S.A. 
Pipetten 1, 2, 10, 100, 200, 1000 ml Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Pipetten 1, 2, 10, 100, 200, 1000 ml Gilson, Middleton, U.S.A. 
Pipettierhilfe Hirschmann, Eberstadt, Deutschland 
Schüttelinkubator Certomat R B. Braun, Melsungen, Deutschland 
Sicherheitswerkbank Thermo Fisher, Waltham, U.S.A. 
StepOne Plus RT-PCR System Thermo Fisher, Waltham, U.S.A. 
Thermocycler Biometra, Göttingen, Deutschland 
Thermoshaker Grant Instruments, Cambridge, GB 
Verwirbler (Vortexer) Heidolph, Schwabach, Deutschland 
Zentrifuge Rotina 420 R Hettich, Tuttlingen, Deutschland 
Zentrifuge Universal 30 RF Hettich, Tuttlingen, Deutschland 
 
7.1.2 Verbrauchsmaterial 
Tabelle 10: Verbrauchsmaterial 
Material		 Hersteller		
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Eisbehälter Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Einmalhandschuhe  Sempermed, Singapore 
OP-Mundschutz 
Seidel Medipool, Gauting-Buchendorf, 
Deutschland 
Optical 96-Well Reaction Plate Thermo Fisher, Waltham, U.S.A. 
Optical Adhesive Film Thermo Fisher, Waltham, U.S.A. 
Optical Adhesive Film Applicator Thermo Fisher, Waltham, U.S.A. 
Parafilm Pechiney Plastic Packaging, Chicago, U.S.A. 
Pipettenspitze 10, 20, 100, 200, 
1000 µl 
Starlab, Hamburg, Deutschland & 
 
Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Petrischale Sarstedt, Nümbrecht, Detuschland 
Reaktionsgefäß 0,2, 0,5, 1, 1,5, 2 ml Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Serological Pipet Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Vernichtungsbeutel  LLG Labware, Meckenheim, Deutschland 
Zentrifugenröhrchen Falcon Becton Dickinson, New Jersey, U.S.A. 
 
 
7.1.3 Kits und Chemikalien 
Tabelle 11: Kits und Chemikalien 
Chemikalie/Kit Hersteller 
0,1 M Dithiotreitol Thermo Fisher, Waltham, U.S.A. 
10 mM dNTP Mix Thermo Fisher, Waltham, U.S.A. 
100 bp DNA Ladder Thermo Fisher, Waltham, U.S.A. 
Alkopharm 80 Oberflächendesinfektion Brüggemann, Heilbronn, Deutschland 
Aqua ad inject. B. Braun, Melsungen, Deutschland 
Dulbecco’s modified Eagle’s medium Thermo Fisher, Waltham, U.S.A. 
Fast Advanced Master Mix Thermo Fisher, Waltham, U.S.A. 
Fast SYBR Green Master Mix Thermo Fisher, Waltham, U.S.A. 
Fast Universal Master Mix Thermo Fisher, Waltham, U.S.A. 
Fetales Kälberserum Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland 
Glutamin 200 mM 
 
Lyogney-Broth-Kulturmedium  Thermo Fisher, Waltham, U.S.A. 
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LE Agarose Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland 
McCoys Kulturmedium Thermo Fisher, Waltham, U.S.A. 
Midori Green Direct Nippon Genetics, Tokio, Japan 
M-MLV RT 5x Strand Puffer Thermo Fisher, Waltham, U.S.A. 
M-MLV Reverse Transkriptase Promega, Mannheim, Deutschland 
Nukleasefreies Wasser Promega, Mannheim, Deutschland 
Phosphatgepufferte Salzlösung Thermo Fisher, Waltham, U.S.A. 
pdN6 Random Primer 
Roche Diagnostics, Mannheim, Deutsch-
land 
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen, Venlo, Niederlande 
Quick Load 1 kb DNA Ladder BioLabs, Ipswich, U.S.A.  
RNAse OUT Thermo Fisher, Waltham, U.S.A. 
RNeasy Mini Kit Qiagen, Venlo, Niederlande 
RNA XTRAKT Kit  Stratifyer, Köln, Deutschland 
Rosswell Park Memorial Institute Medi-
um 
Thermo Fisher, Waltham, U.S.A. 
Super Optimal Broth Catabolite Medium  Thermo Fisher, Waltham, U.S.A. 
Tris-Acetat-EDTA-Puffer Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Trypsin-EDTA 0,25 % Thermo Fisher, Waltham, U.S.A. 
  
7.1.4 Zelllinien 
Die in dieser Arbeit genutzten Zelllinien waren allesamt Urothelkarzinom-Zelllinien.  
 
Tabelle 12: Zelllinien 
Zelllinie 
Tumorgrad Geschlecht 
des Spenders Referenz 
RT 4 T2, G1, behandeltes Rezidiv Männlich Rigby, Franks, 1967113 
RT112 G2, Primärtumor, papillär, 
behandelt 
Weiblich O’Toole, Povey et al., 
1983114 
T24  G3, Primärtumor, unbehan-
delt 
Weiblich 
Bubenik et al., 1973115 
UM-UC 3 n.a. n.a. Grossman et al., 
1982116 
Urotsa Urether, non-maligne Weiblich  Petzold et al., 1995117 
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7.1.5 Oligonukleotide 
Tabelle 13: Oligonukleotide 
 
Die in dieser Arbeit genutzten Oligonukleotide wurden auf eine Konzentration von 
100pmol/µl verdünnt und bei -20 °C gelagert. Hersteller aller genutzten Oligonukleo-
tide war die Firma Eurofins, Luxemburg. 
 
7.1.6 Plasmide 
Der pCR 4-TOPO Vektor® ist ein 4 kbp großes Plasmid, welches zur Insertion von 
DNA-Zielprodukten und deren Klonierung genutzt werden kann. Die Insertionsregion 
befindet sich auf einem LacZa-ccdB-Fusionsgen innerhalb des Vektors. Zu Selekti-
ons- und Identifikationszwecken umfasst das Plasmid ein Ampicillin- und ein Ka-
namycin-Resistenzgen. (Abb. 16) 
 
Name Sequenz 
Anzahl  
Nukleotide 
Beschreibung 
MP501_P 5’-TCGCGTCTCGGAAACCGGTAGC-3’ 22 Calm Sonde 
MP501_For 5’-GAGCGAGCTGAGTGGTTGTG-3’ 20 Calm Forward Primer 
MP501_Rev 
5’-AGTCAGTTGGTCAGCCATGCT-3’ (5’-3’ auf dem kompl. 
Strang) 
21 Calm Reverse Primer 
Her2_26For 5’-GTGGAGTTATGGTGTGACTGTG-3’ 22 Her2 Forward Primer 
Her2_27Rev 
5’-TTTCCAGCAGGTCAGGGATC-3’ (5’-3’ auf dem kompl. 
Strang) 
20 Her2 Reverse Primer 
Her2_27P 5’-GAGCTGATGACTTTTGGGGCCAAACCTTACGA-3’ 32 Her2 Sonde 
ENF1102M 5’-GAAAATAYRTGGTTGGAGAGCTCATT-3’ 26 Gus Forward Primer 
ENR1162 5’-CCGAGTGAAGATGGGGTTTTTA-3’ 22 Gus Reverse Primer 
ENPr1142 5’-CCAGCACTCTCGTCGGTGACTGTTCA-3’ 26 Gus Sonde 
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Abbildung 16: Schematische Vektor-Map des pCR-TOPO-Vektors®, der für die Klonierung der PCR-Standards 
genutzt wurde. 
 
 
7.2 Publikationen 
Aus dieser Arbeit ist folgende Publikation hervorgegangen: 
 
Erben, P, Wezel, F, Wirtz, R, Martini, T, Stein, D, Weis, C-A, Hartmann, A, Bolenz, C: 
Bedeutung der ERBB-Rezeptorfamilie beim Urothelkarzinom der Harnblase: mRNA-
Expression und prognostische Relevanz. Aktuelle Urologie, 48: 356-362, 2017. 
 
7.3 Weitere Abbildungen und Tabellen 
Abb. 17 zeigt die Korrelation der nicht-normalisierten Ct-Werte der Messreihen 
„Mannheim PCR“ und „Mannheim Extraktion und PCR“. Durch die Normalisierung 
konnte der Spearman-Rangkorrelationskoeffizient von 0,42 auf 0,62 (Abb. 13) ge-
steigert werden.   
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Abbildung 17: Korrelationsdiagramm der Messreihen „Mannheim Extraktion und PCR“ und „Mannheim PCR“ für 
Her2 als nicht-normalisierte Roh-Ct-Werte. Der Spearman-Rangkorrelationskoeffizient liegt bei 0,42. p = 0,08 
 
Abb. 18 zeigt die Korrelation der nicht-normalisierten Ct-Werte der Messreihen 
„Mannheim PCR“ und „Köln Extraktion und PCR“. Durch die Normalisierung konnte 
der Spearman-Rangkorrelationskoeffizient von 0,36 auf 0,51 (Abb. 15) gesteigert 
werden. 
 
Abbildung 18: Korrelationsdiagramm der Messreihen „Köln Extraktion und PCR“ und „Mannheim PCR“ für Her2 
als nicht-normalisierte Roh-Ct-Werte. Der Spearman-Rangkorrelationskoeffizient liegt bei 0,36. p = 0,0021 
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